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Uber die Milchsaiuregarung. III. 
Von 
Artturi I. Virtanen und H. Karstrim. 


(Mitteilupg aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. IT, Helsinki- 
Finnland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1926.) 


In unserer vorigen Mitteilung!) wurde iiber die Vergiirbar- 
keit einiger 3-Kohlenstoffverbindungen durch Milchsiiurebakte- 
rien berichtet. Wir kamen dabei zu dem Resultat, daB Dioxy- 
aceton und Methylglyoxal durch zwei verschiedene Milchsiure- 
bakterien, B. casei ¢ und Str. lactis nicht in Milchsiure um- 
gewandelt werden. Weil die von uns angewandten Milchsiiure- 
bakterien typische Vertreter der beiden Hauptgruppen der 
Milchsiurebakterien, Lactobacillen oder Caseibakterien und 
Streptokokken, sind, war es zu erwarten, dab die genannten 
3-Kohlenstoffverbindungen iiberhaupt von eigentlichen Milch- 
siurebakterien nicht dismutiert werden. 

Jiingst berichten jedoch Neuberg und Gorr?, daB sie 
mit einem Lactobacillus die quantitative Umwandlung des 
Methylglyoxals in Milchsiiure erzielt haben. Dieser sehr inter- 
essante Befund hat uns veranlaBbt, neue Versuche mit B. casei ¢ 
und Str. lactis anzustellen, um unsere friiheren Versuchsresultate 
zu kontrollieren. Die Versuchsmethodik war z. T. dieselbe wie 
friher, z.T. kam auch die Versuchsmethodik von Neuberg 
und Gorr in Anwendung. Unsere neuen Versuche haben jetzt 
zu demselben Resultat wie die friiheren gefihrt. Methyl- 
glyoxal wird von unseren Milchsiurebakterien nicht 
in Milchsiure umgewandelt. 


1) Virtanen, Karstrém u. Bick, diese Zs. Bd. 151, S. 232 (1926). 
*) Biochem. Zs. Bd. 166, S. 482 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLY. 17 
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Versuche mit B. casei «. 


Die Versuchsanordnung bei den Versuchen I—III war 
folgende: In 20ccm steriler Bouillon, welche mit einer be- 
stimmten Menge Methylglyoxal bzw. Dioxyaceton versetzt war, 
wurden etwa 5g durch Zentrifugieren aus Molkekultur iso- 
lierte Bakterienmasse, entsprechend etwa 1g Trockensubstanz, 
zugesetzt. Aus den bei 42° aufbewahrten Girlésungen wurden 
fir Saiurebestimmung von Zeit zu Zeit Proben von 2 ccm 
herauspipettiert. Gleichzeitig wurde durch Impfungen in steriler 
Milch bestimmt, ob die Bakterien noch im Leben waren. In 
folgenden Tabellen bedeutet das Zeichen *, dafi die Bakterien 
noch im Leben waren, das Zeichen +, daB sie fortpflanzungs- 
filug nicht mehr waren. 


Versuch I, 


Souillon mit 1,5 °/,-Methylglyoxal. 


V 


ersuch Ia. 


Bouillon ohne Methylglyoxal. 


Zeit in 2 ecm verbrauchten Zeit in 2cem verbrauchten 
Stunden ecm n/10-NaOH Stunden ecm n/10-NaOH 
0 0,65 0 0,4 
3 0,65" 3 0,4* 
7 0,65" 0,4* 
19 0,70 + 19 0,45” 
0,1 g Glucose zugesetzt 0,1 g Glucose zugesetzt 
20,5 0,70 20,5 0,5* 
22 0,70 32 0,9* 
25 0,70 25 1,2* 
40 0,70 40 1,6* 


Versuch II. 


Bouillon mit 0,1°/, Methylglyoxal. 


Versuch Ila. 


Zeit in 2 cem verbrauchten Zeit in 2 ecm verbrauchten 
Stunden eem n/10-NaOQH Stunden eem n/10-NaOQH 
0 0,45 0 | 0,7 
4,5 5 | 0,7" 
0,05 g Glucose zugesetzt 
39 0,5 + 
0,05 g Glucose zugesetzt 17 | 1,0* 
47 0,5 
59 0,5 
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Versuch IIL. 
Bouillon mit 0,2°/, Dioxyaceton. 


2 cem verbrauchten 
cem n/10-NaOH 


Zeit in Stunden 


Q 0,65 
4,5 0,65* 
18 0,65* 
0,05 g Glucose zugesetzt 
28 1,2° 
41 


Versuch IY. 

500 ccm Leitungswasser mit 5g Calciumcarbonat (Kreide) 
wurde sterilisiert und bei 40° mit CO, gesiittigt, wonach in 
die Lésung etwa 50g aus Molkekultur isolierte, gut gewaschene 
sakteriemasse, entsprechend etwa 10g Trockensubstanz und 
0,500 g Methylglyoxal zugefiihrt wurde. Der Girkolben wurde 
mit Gasbiirette luftdicht vereinigt, um etwaige Gasbildung kon- 
statieren zu kénnen. Die Versuchstemperatur war 40° Die 
Girlésung wurde oftmals geschiittelt. Keine Gasbildung 
war waihrend 15 Stunden zu beobachten. 

Ein Parallelversuch mit Glucose zeigte schon nach 2 Stunden 
eine deutliche Gasbildung. 

Aus den obigen Versuchen geht hervor, daB Methylglyoxal 
giftig auf B. caseie wirkt. Die Giftwirkung ist jedoch nicht 
besonders stark. In 0,1°/,iger Lésung sind die Bakterien nach 
12 Stunden noch fortpflanzungsfihig gewesen, woraus man 
schlieBen darf, dab die Unfaihigkeit dieser Bakterie, Milchsiiure 
aus Methylglyoxal zu bilden, nicht auf die Giftigkeit des 
Methylglyoxals zuriickzufiihren ist. Der Versuch Ila zeigt, 
daB die Siurezunahme aus Zucker auch in Gegenwart von 
Methylglyoxal folgt. 

Dioxyaceton wirkt nicht als Gift auf die Bakterien. Keine 
Siiurebildung aus dieser Verbindung findet jedoch statt, wie 
aus dem Versuch III deutlich hervorgeht. 


Versuche mit Str. lactis. 
Bei den Versuchen mit Str. lactis wurde in 20 ccm Bouillon 
mit Methylglyoxal bzw. Dioxyaceton etwa 7 g feuchte Bakterien- 
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masse, entsprechend etwa 1,5¢ Trockensubstanz, hinzugesetzt. 
Die Girlésungen wurden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
Durch Impfungen in steriler Milch wurde die Fortpflanzungs- 
fahigkeit der Bakterien kontrolliert. 


Versuch I. 
Bouillon mit 2°/, Glucose. 


2 cem verbrauchten 


Zeit in Stunden 


0,3 

4 0,8 
15 1,0 
27 1,1 


Versuch II. 
Bouillon mit 1,5°/, Methylglyoxal. 


eem n/10-NaQH 


Versuch Ila. 


Bouillon ohne Methylglyoxal. 


2ecem verbrauchten 


Zeit in 2eem verbrauchten Zeit in 
Stunden ecm n/10-NaOQH Stunden eem n/10-NaOH 
0 0,7 0 0,35 
4,5 ad 4,5 0,35 
16 0,7 + 16 0,4* 
0,1 g Glucose zugesetzt 0,1 g Glucose zugesetzt 
24 0,7 24 0,9* 
40 0,7 40 ta" 


Versue h 
Bouillon mit 0,1"), Methylglyoxal. 


Versuch IV. 
Bouillon mit 0,2°/, Methylglyoxal. 


2ecem verbrauchten 


Zeit in 2cem verbrauchten Zeit in 

Stunden eem n/10-NaOH Stunden ecm n/10-NaOH 
0 0,35 0 0,4 
5 0,35* 4 0,4* 
17 0,40* 16 0,47 


0,1 g Glucose zugesetzt 


25,5 
41 


0,9* 


0,1 g Glucose zugesetzt 


25 


41 


0,8* 


1,0* 
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or 


Versuch VI. 
Bouillon mit 0,5°/, Dioxyaceton. 


Versuch V. 
Bouillon mit 0,1°), Dioxyaceton. 


Zeit in 2cem verbrauchten Zeit in 2eem verbrauchten 


Stunden eem n/10-NaQOH Stunden ecm n/10-NaOH 
0 0,4 0 0,3 
5 0,4* 5 0,3* 
17 0,45* 17 0,357 
1,0g¢ Glucose zugesetzt 0,1 Glucose zugesetzt 
25,5 1,0* 25,5 0,85" 
41,5 1,1* 41,5 1,0* 


Versuche VII und VIII. 

300 ccin Leitungswasser mit 3g Kreide wurde sterilisiert, 
bei 20° mit CO, gesittigt, wonach in die Lésung etwa 30¢ 
feuchte, aus Molkekultur abzentrifugierte, gut gewaschene Bak- 
terienmasse (Str. lactis) und Methylglyoxal bzw. Dioxyaceton 
zugesetzt wurde. Die Versuchstemperatur war 20°. Die Gir- 
kolben waren mit Gasbiiretten verbunden. 


0,300 ¢ Methylglyoxal 1,5 g Dioxyaceton. 
Zeit in ecm CO, ai in cem CO, 
Stunden | Stunden 

0 | 0 0 0 
26 | 0 26 0 


1,5 ¢ Glucose zugesetzt 1,5 g Glucose zugesetzt 
41 | 40 41 42 
Streptococcus lactis ist nach den obigen Versuchen wider- 
standsfahiger gegen Methylglyoxal als casei «. Siure- 
bildung wurde jedoch auch hier gefunden. 


Versuche mit B. coli. 


Der Reaktionschemismus der von B. coli hervorgerufenen, 
sehr komplizierten Garung ist noch vollstandig unbekannt. 
Nach den in unserem Laboratorium mit mehreren Coli-Stimmen 
ausgefiihrten Bestimmungen entstehen aus Glucose durch B. coli 
nur kleine Mengen Milchsiure, bei cinigen Stéammen fehlt die 
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Milchsiurebildung vollstandig.1) Wenn man dazu noch in Be. 
tracht zieht, daB B. coli — mindestens die untersuchten Stiimnic 
— keine nachweisbare Mengen von der fiir alkoholische Gérung 
und Milchséuregirung unentbehrliche Cozymase enthilt, hat 
man gute Griinde zu der Annahme, daB die Coli-Girung nicht 
in derselben Weise wie die genannten Girungen verliuft. 

Die Vergirbarkeit der 3-Kohlenstoffverbindungen dure), 
B. coli ist daher fiir die Girungstheorie nicht von derselbex 
Bedeutung wie die Vergirbarkeit derselben durch Hefe und 
Milchsiurebakterien. Die Beobachtung von Neuberg und 
corr’), daB Methylglyoxal von B. coli ziemlich quantitativ in 
Milchsiure umgewandelt wird, ist jedoch sehr interessant uni 
bemerkenswert. Besonders der Umstand, daB Methylglyoxal 
von B. coli, das aus Zucker sehr verschiedene Garprodukte uni 
nur wenig Milchsiure bildet, beinahe quantitativ in Milchsiure 
umgewandelt wird, ist theoretisch sehr wichtig und lockt zu 
weiteren Versuchen. 

Neben. unseren Untersuchungen mit Milchsiurebaktericn 
haben wir auch mit zwei verschiedenen Coli-Stimmen dic 
Siurebildung aus Methylglyoxal bestimmt. 

Wir konnten dabei stets eine bedeutende Siiurezunahine 
in Methylglyoxalbouillon konstatieren, wenn etwa 2—3 g feuchte, 
aus Molkekultur abzentrifugierte, gewaschene Bakterienmasse 
in Bouillon zugesetzt wurde. 

Methylglyoxal wird also in Ubereinstimmung mit der An- 
gabe von Neuberg und Gorr durch B. coli vergoren. Welche 
Produkte dabei entstehen, haben wir nicht niiher bestimmt. 

Methylglyoxal ist jedoch nicht die einzige 3-Kohlenstoii- 
verbindung, welche von B. coli vergoren wird. Die Siure- 
bildung aus Dioxyaceton war nimlich etwa gleich 
stark wie aus Methylglyoxal. Wa&ahrend 37 Stunden war 
Dioxyaceton in einer 0,5°/,igen Dioxyaceton-Bouillon total 
verschwunden. Die Siurezunahme entsprach nur etwa 2 mg 
per lccm als Milchsiure berechnet, so daB als Saéuren nur 


) Vgl. Virtanen, Karstrém u. Bick, Diese Zs. Bd.151, 8.24! 
(1926). 
*) Bioch. Zs. Bd. 162, S. 490 (1925). 
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ein kleiner Teil von dem verschwundenen Dioxyaceton zu finden 
war. Ein Kontrollversuch zeigte, daB Dioxyaceton wihrend 
dieser Zeit ohne Bakterien beinahe unverindert bleibt. Welche 
Siure aus Dioxyaceton durch B. coli entsteht, ist nicht unter- 
sucht. Aus Farbenreaktionen zu schlieBen, wird dabei Milch- 
siure gar nicht gebildet. 

Der Umstand, da8 sowohl Methylglyoxal als Dioxyaceton 
vergirbar durch B. coli sind, spricht nicht dafiir, daB Methyl- 
elyoxal allein als Zwischenprodukt bei der Coli-Girung in 
Frage kommen kann. Uberhaupt ist B. coli gar nicht so aus- 
wihlend wie z. B. die typischen Milchsiiurebakterien. 

Die Versuchsmethodik war dieselbe wie bei den Versuchen 
mit Milchsiiurebakterien. In 20 ccm steriler, zuckerfreier Bouil- 
lon wurde 2—3g feuchte Bakterienmasse zugesetzt. Die Ver- 
suchstemperatur war 37°. 


Versuche mit B. coli III (aus Fiices isoliert). 


Bouillon mit 0,2°/, Methylglyoxal. Bouillon ohne Methylglyoxal. 


Zeit in 


2 cem verbrauchten Zeit in 2¢cem verbrauchten 
Stunden | cem n/10-NaOH Stunden com n/10-NaOH 
0 0,25 0 0,2 
2 0,35* 4 | 0,25* 
4 0,40* 20 | 0,25* 
2 0,50 * 0,1 Glucose zugesetzt 
44 0,50* 44 | 0,70 
Bouillon mit 0,5°/, Dioxyaceton. 
Zeit in 2 cem verbrauchten = der 
Nal ertrandschen Zuckerbestimmung 
Stunden cem n/10-NaOH cem n/10-KMn0, 
0 0,3 3,1 
2,0 0,45 * 
13 0,6 * sin 
37 0,7 * 0 


t 
t 
| 
| 
| | 
| 
| 
| 
eC 
| 
1 
| 
r § | 
| | 
| 


258 


Artturi I. Virtanen und H, Karstrém, Milchsiuregirung. II], 


Bouillon mit 2°/, Dioxyaceton. 


Zeit in 
Stunden 


2cem verbrauchten 
ecm n/10-NaOH 


2eem verbrauchten bei der 
Bertrandschen Zuckerbestimmuny 
eem n/10-KMnQ, 


0,3 
0,6 * 


0,65* 


3,4 


Versuche mit B. coli V (aus Molke isoliert). 
Bouillon mit 0,2°/, Methylglyoxal. 


Bouillon ohne Methylglyoxal. 


Zeit in 2cem verbrauchten Zeit in 2cem verbrauchten 
Stunden eem n/10-NaOH Stunden ecm n/10-NaOH 
0 0,2 0 0,2 
2 as * 2 0,2 
16 0,45* 16 0,2 


B. coli scheint widerstandsfalhiger als Milchsiurebakterien 
gegen Methylglyoxal zu sein, denn in 0,2°/, iger Methylglyoxal- 
losung waren die Bakterien im Leben noch nach etwa 40 Std. 
Wird das B. coli jedoch mit Platinése in Bouillon mit 0,1°/, 
Methylglyoxal geimpft, so wiichst es nicht, obwohl es sehr 
starkes Wachstum in zuckerfreier Bouillon zeigt. 


13 
' 
| 
| 
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Uber Reaktionen zwischen Zuckerarten und Aminen. II. 
Weitere Versuche mit Glucose und Aminosaure. 
Von 


Hans y. Euler, Edvard Brunius und Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stocklolm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3, April 1925.) 


Die Reaktion, welche nach Kostytschew und Brilliant?) 


zwischen Aldosen und Aminosiiuren eintritt — Neuberg und 
Kobel*) beschricben kiirzlich auch eine ihnliche Reaktion 
zwischen Fructose und Alanin — ist, wie aus den vorher- 


cehenden Messungen von Euler und Josephson*) hervorgeht, 
von der Aciditit bzw. Alkalinitait des Reaktionsmediums stark 
abhingig. 

Kostytschew und Brilliant hatten die von ihnen 
studierte Reaktion durch die Abnahme des Aminostickstoffes 
verfolet, wihrend Euler und Josephson die Drehungs- 
abnahme maBen. Um eine griBere Sicherheit hinsichtlich des 
Mechanismus des Vorganges zu gewinnen, haben wir zuniichst 
untersucht, wie sich bei der Kinwirkung von Glykokoll 
auf Glucose die Molekilzahl der Lésung dindert. 

Aus den im folgenden mitzuteilenden Messungen hat sich 
ergeben, daB in schwach alkalischer Lésung (wo bei Zimmer- 
temperatur die Kinwirkung des Alkalis auf die Glucose noch 
vernachlassigt werden kann) ein Gleichgewichtszustand zwischen 


1’ Kostytschew u. Brilliant, Diese Zs. Bd. 91, S. 372 (1914); 
Bd, 127, S. 230 (1923); vgl. auch N. N. lwanoff, Biochem. Zs. Bd. 120, 
S. 1 (1923). 

*) Neuberg u. Kobel, Biochem. Zs. Bd, 162, S. 496 (1925). 

3) Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 153, 8. 1 (1926). 
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Glucose und Amuinosaure einerseits und einem Reaktions. 
produkt andererseits sich einstellt. 

Nach der Zusammensetzung des von Irvine und Hynd® 
isolierten Glucosealanides und nach dem Ergebnis unsere; 
eigenen Versuche diirfte es sich iiberwiegend um die Verbin- 
dung eines Molekiiles Glucose mit einem Molekiil Aminosiiure 
bzw. Salz der Aminosiure handeln (daB daneben noch Verbin- 
dungen in anderen stéchiometrischen Verhiltnissen gebildet 
werden, ist nicht ausgeschlossen). 

Bei der in unseren Versuchen eingehaltenen Alkalinitiit 
(p,, = 9,25 — 9,5) wurde die Gleichgewichtskonstante (Affinitiits- 


konstante) [Na-Glykokollat- Glucose] 


{Na-Glykokollat}-[Glucose] 
zu etwa 2 ermittelt, wiihrend die gleiche Konstante fiir Glu- 
cose und Alanin sich in einem Versuch zu 0,7 ergab. 

Es wird im folgenden gezeigt, daB sich dieses Gleich- 
gewicht mit meBbarer Geschwindigkeit (bei Zimmertemperatur 
im Verlauf von 830—40 Stunden) einstellt und daB es umkeli- 
bar ist, d. h. daB die Verbindung sich in saurer Lésung wieder 
langsam spaltet. Besonders wurde aber nachgewiesen, daB der 
Grad der Abnahme der freien Glucose (gemessen nach Will- 
statter und Schudel) mit dem Grad der Abnahme der freie: 
Aminosiiure bzw. deren Natriumsalz in Ubereinstimmung steht. 

Damit wird zum erstenmal etwas itber den Grad bekaint, 
in welchem die Verbindung Hexose-Aminosiure bildet, 
iiber welchen die beobachteten Drehungsinderungen an 
noch nichts aussagen konnten. Auf Grund der gewonnenen 
Ergebnisse konnte dann aber auch iiber die spezifische Drehung 
der studierten Verbindung eine orientierende Rechnung an- 
gestellt werden. 

Was die Konstitution der untersuchten Aminosadure-Gluco- 
side und der analogen Amin-Glucoside betrifft, so soll eine 
Besprechung im Zusammenhang mit einer Kritik der iiblichen 
Formel fiir die Schiffschen Basen an anderer Stelle erfolgen. 


') Irvine u. Hynd, Journ. Chem. Soe. Bd. 99, S. 161 (1911); vgl. 
auch die Arbeiten von Maillard, C. KR. Bd. 154, S. 66 (1912). 
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Gefrierpunktsversuche. 


Versuch 1. Uberschu8 von Glucose. 
Reaktionszeit 18 Stunden bei 18°. 

Kine 1 molare Glucoselésung wurde mit einer alkalischen 
Lisung von Glykokoll gemischt, welche aus 7 Raumteilen 
{ n-Glykokoll + 3 Teilen 1 n-NaOH hergestellt wurde. In einem 
50 ccom-MeBkolben wurden 20 ccm der Glucoselésung bis zur 
Marke verdiinnt. Wir bestimmten den Gefrierpunkt fiir diese 
Lisung, welche in bezug auf Glucose also 0,4n. war. 

Im gleichen MeBkolben wurden hierauf 20 ccm der alkalischen 
Glykokolllé6sung mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt. Diese Lésung 
war 0,28 n. beziiglich Glykokoll; ihr Gefrierpunkt wurde ermittelt. 

Der gleiche MeBkolben diente auch zur Mischung von 20 ccm 
Glucoselésung mit 20 ccm alkalischer Glykokolllésung und Ver- 
diinnung bis zur Marke. Auch in dieser Lésung wurde der Ge- 
frierpunkt gemessen und zwar 18 Stunden nach der Mischung. 

Die Aciditaét im dieser Mischung betrug nach elektro- 
metrischer Messung p,, = 9,27. 


Zusammensetz. der Lésung ; Gefrierpunkt | Mittelwert | Erniedrigung 

Wasser 3,820° 0 

0,4 n-Glucose 3,021° 
3,020° 3,019" 0,801 ° 
3,016 ° 

0,28 n-Glykokoll + NaOH 3,061 ° 
3,060° 3,062 ° 0,758 ° 
3,066 ° 

0.4 n-Glucose + 0,28 n-Gly- 2,461° 

kokoll + NaOH 2,460° 2,460 ° 1,360° 

2,460 ° 


Summe der Gefrierpunktserniedrigungen «w + 6 = 1,559" 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung 1,360° 


Differenz 0,199" 

Da es sich hier um Konzentrationen handelt, bei welchen 
schon das Gesetz der unabhingigen osmotischen Partialdrucke 
nicht mehr ganz streng gilt, wurde ein Kontrollversuch an- 
gestellt, bei welchem die gleiche alkalische Glykokolllésung mit 
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einer Glycerinlésung vermischt wurde, die mit der Glucose. 
lésung annahernd aquimolekular war. 


Zusammensetz. der Lésung | Gefrierpunkt | Mittelwert | Erniedrigung 
Wasser 3,820" — 0 
0,4 n-Glycerin 3,019° 
3,021° 3,020° 0,800° 
0,28 n-Glykokoll + NaOH 3,062° — 0,758 ° 
0,4 n-Glycerin + 0,28 n-Gly- 2,245° 
kokoll + NaOH 2,249 ° 2,250° 1,570° 
2,255 ° 


Summe der Gefrierpunktserniedrigungen a + 6 = 1,558° 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung 1,570° 
Differenz 0,012° 
Die Korrektion, welche an dem Ergebnis der vorhergehende 
''abelle angebracht werden kann, ist also gering, rund 0,01°, sv 
daB sich die Differenz im obigen Fall auf 0,200° erhéhen wiirde. 


Versuch 2. Uberschu8 von Glykokoll. 
Reaktionszeit 19 Stunden bei 19° 


Alkalische Glykokolllésung: 0,56 me 
Py = 9,44 


0,2 n-NaOH 
Zusammensetz. der Lésung | Gefrierpunkt | Mittelwert | Erniedrigung 
Wasser 3,811 ° 
0,3 n-Glucose 3,169 ° 
3,161 ° 3,164° 0,647" 
3,161” 
0,56 n-Glykokoll + NaOH 2,329° 
0 
2.323" 1,488° 
2,320° 
2,321° 
0,3 n-Glueose + 0,56 n-Gly- 1,940° 
kokoll + NaOH 1,945° | 1,940" 
1,934° 
Summe der Gefrierpunktserniedrigungen «@ + b = 2,135° 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung 1,871° 


Differenz  0,264° 
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Versuch 3. UberschuB von Alanin. 
Reaktionsdauer 0 und 36 Stunden bei 19°. 
Alkalische Alaninlésung: 0,56 n-Alanin 

0,12 n-NaOQH 
Die von Kuler und Josephson in Mischungen von 
Glykokoll und Glucose beobachteten Drehungsiinderungen 
nahmen in einem zeitlich mefbaren Verlauf zu. Es blieb nun 
festzustellen, ob die hier gefundene Abnahme der Molekilzahl 
ebenfalls zeitlich meBbar bzw. mit ihnlicher Geschwindigkeit 
fortschreitet. 


Zusammensetz. der Lisung | Gefrierpunkt | Mittelwert | Erniedrigung 
0,30 n-Glucose 3,269 ° | 
3,271° 3,270" 0,650" 
3,269" | 
0,56 n-Alanin + NaOH 2.235 ° 
2,225" 2,230" 1,678 ° 
2,230” | 
(ilueose + Alanin sofort 1,596 ° 
nach Mischung 1,600 ° | 1,598° 2:322° 
1,598 ° 
Glueose + Alanin nach 1,739° 
36 Stunden (19°) 1,740° 1,738" 2,170° 
1,736 ° 
Summe der Gefrierpunktserniedrigungen a+b = 2,328° 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung, sofort 2,322 ° 
nach 36 Stdn. 2,170° 


Der Wert, welcher unmittelbar nach der Mischung er- 
halten wurde, stimmt innerhalb der Fehlergrenzen mit dem 
aus den Komponenten berechneten (2,328°) tiberein. Die Ab- 
nahme der Molekiilzahl ist also eine zeitlich meBbar ver- 
laufende Reaktion, ein momentaner Effekt hat sich nicht fest- 
stellen lassen. 


Glucosebestimmungen nach Willstatter-Schudel.') 


Es sollte zunichst festgestellt werden, ob tatsiichlich die 
semessene Abnahme der Molekiilzahl mit einem Verbrauch 


 Willstitter u. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 
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der Glucose, also mit einer Abnahme der Glucosekonzentrati;, 
parallel geht. 


Drei Versuche mit Alanin wurden angestellt, bei dre; 
verschiedenen Acidititen, p,, = 6,0, 9,64 und 10,4. 


Versuch 4a. Aciditét p,, = 6,0 (isoelektrischer Punkt 
des Alanins). 


15 eem 1 


Reaktionsmischung 50 cem. 


Dieser Mischung wurden zur Jodtitrierung 5 ccm eni- 
nommen, welche auf das 10fache Volumen verdiinnt wurden. 

Innerhalb der Versuchszeit hielt sich der Jodverbrauc!: 
konstant, fiir einen Verbrauch der Glucose ergaben sich also 
hei dieser Aciditit keine Anzeichen. 


Versuch 4b. Aciditét p,, = 9,64. 


15 eem 1 n-Glucose 
Reaktionsmischung 15 cem 2 n-Alanin 50 eem. 
5,5 eem 2 n-NaOQH 


Wie oben wurden der Mischung Proben von je 5 ccm 
entnommen, welche auf 50 ccm verdiinnt wurden. Davon wurden 
je 10 ccm zur Willstiitter-Schudel-Titration verwendet; 10 ccm 
0,1 n-Jodlésung und 15 ccm 0,1 n-NaOH wurden zugesetzt: 
nach 15 Minuten wurde mit 0,1 n-Natriumthiosulfat zuriick- 
titriert. 


Stunden ecm Thiosulfat mg Glucose 
0 6,26 56,4 
8,5 5,90 53,0 
22 4,98 44,8 
28 4,86 43,7 


Nach 28 Stunden waren also 22,4°/, der urspriinglichien 
Zuckermenge verbraucht. 
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Versuch 4c. Aciditiit p,, = 10,4. 


15 cem 1 
Reaktionsmischung ; 15 cem 2 n-Alanin | in 50 cem. 
11 eem 2 n-NaOH 


Stunden ecm Thiosulfat mg Glucose | °/, Glucose umgesetzt 
0 6,24 56,2 
3 5,89 53,0 
29 4.57 41,2 26,8 
41 3,86 34.7 38,1 


Versuch 5. Umkehrbarkeit der Reaktion. 


Von der Reaktionsmischung des vorhergehenden Ver- 
suches 4c wurden nach 41 Stunden 5 ccm entnommen und 
mit 5 ccm 1 n-H,SO, versetzt. Nach 25 Stunden wurde die 
Glucosemenge wieder nach Willstitter und Schudel be- 
stimmt. Der Jodverbrauch entsprach 6,19 ccm Thiosulfat, war 
also von 3,86 auf nahe den gleichen Wert wie zu Beginn der 
Reaktion zuriickgegangen. 

Daraus schlieBen wir, daB die Verbindung zwischen Glucose 
und Alanin, die sich in alkalischer Lisung gebildet hatte, in 
saurer Lésung wieder zerlegt worden ist. 


Versuch 6. Mit Alkali vorbehandelte Glucose + 
Alanin. 


Um zu untersuchen, ob der zeitliche Verlauf der Reaktion 
zwischen Glucose und Alanin in alkalischer Lésung darauf 
zuriickzufiihren ist, daB das Alkali die Glucose langsam in 
eine gegeniiber Alanin reaktionsfihige Form iiberfiihrt, dab 
etwa acyclische Glucose (mit freier Aldehydgruppe) bis zum 
Kintritt einer gewissen Konzentration entsteht, wurde folgender 
Versuch angestellt: 

In einem 50 ccm-MeBkolben wurden 15 ccm 1 n-Glucose- 
lisung, 15 ccm 1 n-Alaninlésung und 5 ccm 0,2 n-NaOH ein- 
pipettiert, worauf bis zur Marke aufgefiillt wurde. Unmittelbar 
danach wurde der Gefrierpunkt a der Lésung bestimmt. 
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Im gleichen MeBkolben wurden 15 ccm 1 n-Glucoselisung 
und 5 ccm 2 n-NaOH 18 Stunden lang bei Zimmertemperatur (17' 
stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurden 15 ccm 1 n-Alanip. 
lésung zugefiigt und wiederum bis zur Marke mit Wasser aut. 
gefiillt. Auch fiir diese Lésung wurde der Gefrierpunkt / }e. 
stimmt. 

Die Ergebnisse waren: 


Gefrierpunkt unmittelbar nach dem Mischen . . . . . 1,381° 
nach 18 Stunden Kinwirkung von Alkali auf 


Die Einwirkung des Alkalis auf die Glucose hat also die 
Reaktionsfihigkeit dieser Hexose gegeniiber Alanin nicht ve. 
iindert. 


Gleichgewicht zwischen Glucose und Aminosaure. 


Schon aus der fritheren Mitteilung und den 8. 265  mit- 
geteilten Versuchen schien hervorzugehen, daB sich zwischen 
Glucose und Aminosiiure ein gewisser Gleichgewichtszustan( 
einstellt. 

Berechnet man zuniichst die beiden mit Glykokoll an- 
gestellten Versuche 1 und 2, so ergibt sich fiir die Affinitiits- 
konstanten 


(Glucose — Aminosiiure| 
[Glucose] + | Aminosiiure| 
, 0,12 
in uch2 K = = 1] 
Versuc 0,18 0,44 9 | 


Mittel 1,65. 
entsprechend in Versuch 1 K = 1,8 J 
Hierzu wollen wir besonders betonen, daB die Konstante 
bisher nur an einer speziellen Konzentration der Komponenten 
und nur bei einer Alkalinitit (p,, = 9,3) festgestellt ist. De- 
sonders bleibt also zu untersuchen, wie sich A mit p,, findert. 
In dem mit Alanin ausgefiihrten Versuch 3 erhalten wir 


0,073 ~ 
A= = 0,7. 


0,227 + 0,487 

Wir kénnen noch nicht sagen, ob das verwendete race- 
mische Alanin mit beiden Antipoden gleichermaBen reagiert 
oder ob sich die d- oder 1-Form iiberwiegend mit der Glucose 
verbindet. 
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Ks war dann festzustellen, inwieweit die Ergebnisse der 
Gefrierpunktsbestimmungen in Ubereinstimmung stehen mit 
den Messungen nach Willstitter-Schudel, welche die Ab- 
nahme der Glucosekonzentration und nach van Slyke, welche 
die Abnahme der Glykokoll- bzw. Alaninkonzentration angeben. 

Die zu diesem vergleichenden Versuch hergesteilte Lisung 
hatte folgende Zusammensetzung: 


Gesamtvolum 200 eem 


60 cem 2 n-Glykokoll 
Po = 9,5. 


60 cem 1 n-Glucoselésung 
25 cem 2 n-NaQH 


Die Mischung war also 0,3 n, bzgl. Glucose und 0,6 n. bzgl. 
Glykokoll. 


Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 3,860 ° 
0,3 n-Glucose 3,220° 
3,211° 3,219" 0,641) 
3,225" 
0,6 n-Glykokoll + 2,270° 
2,272" 2,270° 1,590 ° 
2,267" 
0,5 n-Glucose + 0,6 n Glyko- 1,970" 
koll + NaOH 1,966” 1,968° 1,892 ° 
1,968° 
Summe der Gefrierpunktserniedrigungen a +) = 2,231" 
Gefrierpunktserniedrigung der Mischung. . . . 1,892° 


Differenz 0,339° 


Somit sind 53°/, der Glucose umgesetzt worden. 
Aus diesem Versuch ergibt sich die Gleichgewichtskonstante 
(Affinititskonstante) A = 2,5. 

Die van Slyke-Bestimmungen, deren Ausfiithrung wir Herrn 
Dr. Herm. Fink verdanken, ergaben folgendes Resultat: 

5 ccm der oben erwihnten Reaktionsmischung wurden 
auf 150 ccm verdiinnt; davon wurden 1,938 ccm zu einer Be- 
stimmung im van Slykeschen Mikroapparat benutzt. 

Krhaltenes N,-Volumen: 0,77 ccm (18°, 749 mm). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLY, 18 
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Zum Vergleich wurde eine Bestimmung der angewandten 
Glykokollésung ausgefiihrt, welche somit dem Ausgangswert 
des Versuches entspricht. 

Krhaltenes N,-Volumen: 0,99 com (18°, 749 mm). 

Ks sind also 22,2°/, des Glykokolls zur Reaktion mit der 
Glucose verbraucht worden. 

Nach den Ergebnissen der oben mitgeteilten Gefrierpunkts- 
bestimmungen sind verbraucht worden 26,6°/,. 

Eine bessere Ubereinstimmung ist kaum zu erwarten; teil: 
gibt die van Slyke-Methode fiir Glykokoll tiberhaupt etwas 
fehlerhafte Werte, teils wird in der zur van Slyke-Bestimmung 
notwendigen sauren Lésung ein Teil der Glucose—Glykokoll- 
verbindung zerlegt, wodurch sich der Fehlbetrag von 4°/, leiclit 
erklirt. 

Die Glucosebestimmung nach Willstatter und Schude! 
ergab: 


Reaktionsdauer | 3, averbrauch mg Glucose 
Stunden 
0 6,17 ecm 55,5 
48 (Gleichgewicht) $42 30,8 


Hiernach wird der Betrag der umgesetzten Glucose zu 
44,5°/, gefunden, also kleiner als sich aus den Gefrierpunkts. 
erniedrigungen berechnen 1liBt.?) 

SchlieBlich sollten noch die friiher von Euler und Joseph- 
son mitgeteilten Beobachtungen iiber den Riickgang der op- 
tischen Drehung an die obigen Resultate angeschlossen werden. 

Nach 48 Stunden zeigte unser Reaktionsgemisch nacli 
einem neuen Versuch eine Drehung von 1,90° im 2 dm-Rolr 
(18°). Die Drehung der in diesem Gemisch anwesenden Glucose 
wurde zu 5,75° bestimmt (0,3 n-Glucose). Nach 48 Stunden 
sind in 100 ccm Lésung 2,54 g Glucose iibrig, wenn der Um- 
satz zu 53°/, in Rechnung gesetzt wird. Die Drehung dieser 


‘) Hierzu ist zu bemerken, daB sich nicht mit Sicherheit angeben 
laBt, ob und in welchem Grade die Glucose-Glykokollverbindung unter 
den Bedingungen der Willstiitter-Schudel-Titration an der Reaktion teil: 
nimmt. Der Jodverbrauch der freien Aminosiiure kann nach unserer 
Erfahrung in diesem Fall vernachlissigt werden. 
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Lisung wirde 2,67° betragen. Aus der Differenz der beiden 
Drehungswerte 1,90° und 2,67° folgt, daB die gebildete Glucose- 
Glykokollverbindung negative Drehung besitzen muB, und zwar 
berechnet sich die spezifische Drehung zu —10,2°. Aus der 
Art der Bestimmung geht hervor, da& dieser Wert nur approxi- 
mativ sein kann. 

Borsook und Wasteneys?) hatten in einer kiirzlich er- 
schienenen Untersuchung iiber ,,the interaction of free amino- 
nitrogen and glucose“ angegeben, dab die Verbindung zwischen 
Glucose und Proteinderivaten die Fiihigkeit annimmt, Methylen- 
hlau zu reduzieren. 

Diese Angabe haben wir an unserer Reaktionsmischung 
bestitigen kénnen. Wir haben die Reduktion in der von Thun- 
berg angegebenen Apparatur und mit seiner Methodik, also 
in verdiinnter Wasserstoffatmosphire untersucht. Dabei wurden 
je 2ccm unserer Reaktionsmischung (Glucose + Glykokoll + NaOH) 
mit 0,5 cem 0,05°/, iger Methylenblaulésung in den Thunberg- 
schen Réhren gemischt (p,, = 9,3). Nach 3 Stunden waren die 
mit der Reaktionsmischung gefillten Roéhren vollstindig ent- 
firbt, wahrend in den Kontrollversuchen mit der entsprechen- 
den Menge der einzelnen Komponenten in der gleichen Zeit 
keine Farbiinderung am Methylenblau wahrgenommen wurde. 
Nach lingerer Versuchsdauer tritt nach Versuchen von R. Nils- 
son allerdings bei der gleichen Alkalinitit (p,, = 9,3) auch im 
System Glucose-Methylenblau (ohne Aminosiiure) Entfiirbung ein. 


') Borsook u. Wasteneys, Biochem. JI. Bd. 19, S. 1128 (1925). 
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Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. VIII. 


Von 


Hans y. Euler und Margareta Rydbom. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. April 1926). 


Als wesentlich neues Resultat der vorhergehenden Mit- 
teilung') konnte angegeben werden, daB das Blut von Warm- 
blitiern eine starke Wachstumswirkung auf 4- und //- 
frei ernihrte Ratten ausiibt, und zwar schon in tiglichen 
Dosen von 0,2—0,3 g, entsprechend einer Trockensubstanz vou 
etwa 0,04—0,06 g. Untersucht wurde das Blut von Ratten. 
Rind und Meerschweinchen.*?) Unsere Resultate schienen uns 
darauf hinzudeuten, die starke Wachstumswirkung des 
Blutes nicht allein an die lipoidléslichen Vitamin: 
und Faktoren der Elemente des Blutes geknipft ist. 
Ks kommt nun dafiir in erster Linie der wasserlésliche Wachs- 
tumsfaktor 4) in Betracht, ferner die wasserléslichen Co- 
Knzyme und Hormone.“ 

Wir haben seither unseren Befund weiter verfolgt, und 
zwar in erster Linie in Riicksicht auf eine event. Wirkung 
der Co-Enzyme und Hormone des Blutes.*) 


') Kuler u. Rydbom, Diese Zs. Bd. 153, S. 283 (1926). 

*) Wir sind seit einiger Zeit mit der Untersuchung von Blut, Leber 
und Muskeln A- und /D-frei ernaihrter Végel beschiftigt, nachdem es 
uns bei anderweitigen Versuchen aufgefallen war, wie lange diese Tiere 
ohne A- und / )-Zufuhr leben kénnen (vgl. S. 279). 

’) Jorpes, Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 155, S. 137 (1926). — 
Vgl. auch Euler, Enzyme und Co-Enzyme als Ziele und Werkzeuge der 
chemischen Forschung, Vortrag. Sammlung Herz-Ahrens, Bd. 28, 
Stuttgart 1926. 
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DaB das Blut, und zwar die roten Blutkérperchen, Co- 
Zymase enthalten ist durch demnichst zu verdffentlichende 
Versuche von R. Nilsson gezeigt worden. Ebenso enthilt 
das Blut nach Nilssons Messungen Co-Reduktase. 

Da der Co-Zymasegehalt des Blutes indessen verhiltnis- 
mibig gering ist, haben wir zunichst mit anderein wibrigen, 
Co-Zymasereichen Material gearbeitet, und zwar mit Hefen- 
extrakten mit Muskelextrakten und mit frischem Muskelfleisch. 


Methodisches. 

Zur Methodik der Tierversuche brauchen wir zu unseren 
friheren Angaben (Mitteilung I—VII) kaum etwas hinzuzu- 
fiigen. Zwei Stimme von weiben Ratten (mus norvegicus), die 
wir Herrn Dr. Olav Sopp verdanken, sind verwendet worden, 
ein ilterer Stamm, welcher nach lingerer Zucht im Labora- 
torlum nicht mehr das Maximum von Zuwachsfihigkeit und 
von Fruchtbarkeit zeigte (im nachstehenden mit /c bezeichnet, 
und ein frischer Stamm / d). 

Wie friiher wurde die geniigende Menge von B-Vitamin 
und wasserléslichen Zuwachstaktors 4 durch Zugabe von 
5 Teilen Marmite zur Grundnahrung gegeben; C-Vitamin wurde 
in Form von Citronensaft ad libitum mit dem Trinkwasser 
zugefiihrt. 

Was die bereitung der zu untersuchenden Extrakte be- 
trifit, so wurde die Lésung der Hefen-Co-Zymase durch kurzes 
‘etwa 2 Minuten dauerndes) Aufkochen von Trockenunterhefe 
2¢ auf 10 ccm Wasser) dargestellt. Die gekochte Hefen- 
suspension, aus welcher also der gréBte Teil der EiweiBstoffe 
durch Koagulation ausgeschieden war, wurde filtriert. Diese 
nicht weiter gereinigte Lésung enthielt rund 4°/, 'Trocken- 
substanz (1 ccm enthielt 0,044 g). AuSerdem kam aber auch 
eine gereinigte Co-Zymaselésung zur Anwendung, deren Trocken- 
gewicht 1°/, betrug, und fiir welche im Mittel A Co = 100. 

Der Fleischextrakt wurde aus Ochsenfleisch jeden zweiten 
Tag frisch durch Auskochen von 50g Fleisch mit 500 ccm 
Wasser bereitet, 


q 


272 Hans v. Euler und Margareta Rydbom, 


Versuche. 


1. Hefenextrakte mit intaktem Co-Zymasegehali. 
Es mag vorausgeschickt werden, daB wir die aus der {i}. 
genden Figur hervorgehenden Wirkungen von Hefenextrakte,, 
die durch kurzes Aufkochen von Trockenunterhefe H erhaltey 
worden sind, keineswegs endgiiltig als Co-Zymasewirkungen «n- 
sprechen wollen. 
Zur Charakterisierung der hier in Wirksamkeit tretende) 


Stoffe trigt aber wohl die Tatsache bei, da dieselben aus der 


Hefe gleichzeitig mit der Co-Zymase aktiv in Lisung gebracli 
worden sind, 
Die tigliche Dose betrug 2 com Extrakt per 24 Stunde, 


| 


g Korpergenicht 


30 


Vorbehandl. Versuchstage 


Fig. 1. 2cem Hefen-Extrakt (Co-Zymaselés.) per Tag. 


Zur Charakterisierung der hier verwendeten Lésung dicut 
ferner die Angabe, daf die gegebenen 2 ccm Extrakt bei de: 
Myrbickschen Mikrogirmethode eine Girung rund 8,5 ccm 
CO, per Stunde an 0,1 g Trockenhefe (nach Auswaschung’ 
hervorrufen. 


Im AnschiuB an diese Versuche wurde statt des rohen 
Extraktes eine gereinigte Co-Zymaselésung gegeben (vgl. 8. 273). 
Ks liegen bis jetzt erst 4 Versuche vor; nach denselben stellt 
sich der Zuwachsefiekt, berechnet per ACo der Lésung giii- 
stiger als beim rohen Extrakt; die Zuwachswirkung betriigt 
niimlich nun 15 g in 20 Tagen. 
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Bekanntlich kénnen Lésungen von Co-Zymase bei geeig- 
neter Aciditat einige Minuten auf 100° erhitzt werden, ohne dab 
eine wesentliche Inaktivierung eintritt; die Thermostabilitits- 
kurve ist von Myrback') ausgearbeitet worden. In diesem 
Zusammenhang mag auch hier schon erwaihnt werden, dab 
Blut als Ersatz fir 4 und /¥D (z. B. fir Tran) auch nach 
5 Minuten langem Erhitzen auf 100° seine Wirksamkeit bei- 
behilt (Ratten Nr. 514—519). 


2. Extrakte aus Muskelfleisch. 


In Muskeln hoherer Tiere hat bekanntlich Meyerhof?) 
zuerst Co-Zymase nachgewiesen. Seine Ergebnisse und die 
spiiteren Studien aus diesem Laboratorium haben es sehr wahr- 
scheinlich gemacht, daB diese Muskel-Co-Zymase mit der Hefen- 
Co-Zymase identisch ist. Andererseits ist, wie schon oben 
hetont, die Muskel per Gewichtseinheit sehr viel irmer an Co- 
Zymase als die Hefe, entsprechend der per Gewichtseinheit 
viel geringeren zuckerspaltenden Leistung der Muskel. 

Wie die nachstehende Fig. 2 (Ratten 403, 408, 505, 505)) 
zeigt, sind 2 ccm des wibrigen Extraktes aus Rindfleisch (10 ¢ 
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Vorbehandlung Versucisztiage 


Fig. 2. 1cem Fleischextrakt per Tag. 


per 100 cem Wasser) nicht hinreichend, um eine deutliche 
Zuwachswirkung bei und / D-frei ernihrten Ratten (in Ver- 
bindung mit Marmite und Citronensaft) hervorrufen. 

Wie wir nicht unterlassen wollen zu bemerken, ist auch 
die Deutung zulissig, daB der Stoff, welcher im Hefenextrakt 
die gefundene Zuwachswirkung ausiibte, im Muskelextrakt nicht 
vorhanden ist. Die Versuche sind also noch zu_ ergiinzen 


1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 138, 5. 1 u. zw. 8 (1924). 
*) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, 8S. 165 (1918), 
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durch tigliche Eingabe von Muskelextrakt, welcher dur: 
Kindunsten im Vakuum auf etwa die 10fache Konzentratioy 
gebracht worden ist. 


3. Muskelfleisch. 


Wir haben hier zwei Gruppen von Versuchen zu unter. 
scheiden. 

In eimer Reihe von Versuchen mit Ratten des Stammes / 
zeigte es sich, daB bei einer Zugabe von 4 und /P (in For 
von Dorschlebertran), welche ungeniigend war, einen deutlichey 
Zuwachs hervorzurufen, aber die Ratten 14 Tage lang bei Ge- 
wichtskonstanz erhielt, ein normaler oder nahezu normaley 
Zuwachs eintrat, wenn neben der tiiglichen randosis nocl 
0,5 ¢ frisches Muskelfleisch gegeben wurde. 

Kine Reihe solcher Versuche findet man in der Fig. 
(ferner unser Versuch 407). 


q K5rpergenicht 


GO? 
Vorbehondl. Versuchstage 


Fig. 3, 1—1,) mg Tran + Muskelfleisch (Rind) per Tag. 


Wihrend das 5 Minuten lange Kochen des Fleisches 11 
Wasser an sich keine Verminderung des Effektes bewirkt, 


| | 

‘ 


2 4&4 6 8 110 12 % 16 148 20 2 
Vorbehandl. Versuchstage 2 2% 26 28 90 02 


Fig. 4. 1 mg Tran + extrahiertes Muskelfleisch (Rind) per Tag. 
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Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. VIII. 


wird dem Muskel durch Extraktion mit der 10fachen Menge 
Wasser bet 100° die Wirksamkeit genommen oder jedenfalls 
stark vermindert, wie Fig. 4 zeigt. 

Noch auffallender sind aber diejenigen Versuche, bei 
welchen nach eingetretener Gewichtskonstanz der 4-frei 
ernihrten Versuchstiere durch Zugabe von 0,5 g¢ 
Muskelfleisch per Tag ein deutlicher Zuwachs ein- 
setzte und 12—28 Tage anhielt (Fig. 5). 


| | 3¢2 
| | } 
} | 
| 
| | | | | | SY 
} 
, 
| 05q Muskeli 
0549 Muske 
2% 6 8 © 2 6 2 22 26 96 30 
Vorbehandlung Versuchstage 
Fig. 5, 0,5 g Muskelfleisch (Rind) zur A-freien Grundkost C im Uberschud). 


Man koénnte geneigt sein, aus diesen Versuchen den Schlub 
zu ziehen, ein wasserloslicher Faktor hier den fettléslichen 
Zuwachsfaktor /) ersetzen kann. Wir erinnern in diesem 
Zusammenhang an friihere Ergebnisse des einen von uns 
(H. v. E.), daB eine gewisse Verteilung des Faktors 4 bzw. / D 
zwischen Fett und Wasser (kolloide Lésung) statthat.") 

Andererseits mu aber in Erwigung gezogen werden, dab 
das Versuchstier bei Gewichtskonstanz und sogar bei gelinder 
Gewichtsabnahme noch nicht seine gesamte 4- und /D-Re- 
serve verbraucht haben muff. Es kann also der Effekt in den 
in Fig. 4 zusammengestellten Versuchen im wesentlichen der 
gleiche sein wie in der Gruppe der Fig. 3. 


Besprechung der Resultate. 


Zuniichst ist bei der Beurteilung des auffallenden Ergeb- 
nisses der Kurven 1, 3 und 4 zu fragen, ob in den betr. Ver- 


) Euler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 31 (1923). 
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suchen etwa einer der bekannten zum Zuwachs erforderlicho) 
Stoffe im UnterschuB oder iiberhaupt nicht vorhanden war wy 
dann durch die Extrakte oder durch das Muskelfleisch in di 
zureichende Konzentration gebracht worden ist. 

In dieser Hinsicht ist zunichst das Vitamin B und de; 
wasserlésliche Zuwachsfaktor in Betracht zu ziehen. Diese 
Deutung erledigt sich aber zunichst dadurch, daB der Grund. 
nahrung stets 5 Teile Marmite zugesetzt wurden, deren aus. 
reichender Gehalt an B und /D in zahlreichen Versuchiey 
wus verschiedenen Laboratorien festgestellt ist, besonders aber 
dadurch, daB in Parallelversuchen ein weiterer Zusatz yi: 
Marmite, und zwar 0,5 g, wenig wachstumsteigernde Wirkung 
hervorrief. Sowohl B als h / miissen also durch den iibliche 
Zusatz von Marmite tatsiichlich schon im UberschuB vo- 
handea gewesen sein. 

Geniigende C-Vitaminzufuhr ist durch unsere reichliche 
Zugabe von Citronensaft durch Trinkwasser sicher gewiili- 
leistet gewesen. 

An fettléslichen Vitaminen und Faktoren ist die Hefe wie 
auch fettfreies Muskelfleisch so arm, da® Erginzung an diese 
Stoffen durch die wiBrigen Ausziige aus Hefe oder durc| 
Muskelfleisch kaum in Frage kommen kann. 

Da sich unser Hefenextrakt viel wirksamer als Marmit: 
erwiesen hat, so kann der SchluB gezogen werden, daf ei 
hier wirksamer Hefenbestandteil bei der Darstellung vou 
Marmite zerstért wird. In diesem Zusammenhang ist es be- 
merkenswert, daB Co-Zymase bei dieser Behandlung ebenfalls 
zerstért wird, so daB Marmite tatsiichlich nur minimale Menge: 
Co-Zymase enthilt. 

Wir ziehen also einstweilen den SchluB, da’ durch dic 
segebenen Zusitze von Hefenextrakt und Muskelfleisch ein you 
hD und lD, sowie von den bekannten Vitaminen ver- 
schiedener Stoff zur Wirksamkeit gekommen ist. Wir wollev 
ihn bis auf weiteres Wachstumsfaktor / nennen. Dabei 
soll aber gleich bemerkt werden, da es sich um einen bereits 
chemisch bekannten Stoff, sei er Hormon oder KiweiBkomponente, 
der in der verwendeten Grundnahrung fehlt, handeln kann. 
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Zur Kenutnis der Wachstumsfaktoren, VIII. 


Nach den ersten durch die Kurven der Fig. 5 dargestellten 
Krgebnissen haben wir natiirlich eine gréBere Anzahl von Ver- 
suchstieren unter verschiedenen Umstiinden auf ihr Verhalten 
cegeniiber Muskelfleisch untersucht. Ks mu8 zuerst betont 
werden, daB8 zwar in allen untersuchten Fiillen (mit einer 
einzigen Ausnahme) der Zusatz von Muskelfleisch zur Grund- 
nabrung eine positive Wirkung zeigte, insofern als ‘Tiere, 
welche sich bereits in der Gewichtsabnahme befanden, wieder 
ins Gleichgewicht oder zu einem geringen Zuwachs gebracht 
wurden. Immerhin war in acht von den untersuchten 20 Fallen 
der Effekt nicht stiirker als etwa der Versuch 504b der Fig. 5 
veranschaulicht. 

In weiteren Versuchen, die wir bald in einem anderen 
Zusammenhang beschreiben werden, war aber der Zuwachs bei 
langer A und / D-freier Erniihrung auffallend, und wir haben 
hegonnen, diese Erscheinung eingehender zu studieren. 

In einer vorhergehenden Mitteilung!) wurde schon auf dic 
Dringlichkeit der Autgabe hingewiesen, zu einer Bilanz der 
41-Vitamine und / D-Faktoren zu gelangen. 

Unsere neueren Resultate scheinen uns nun Anhalts- 
punkte dafiir zu liefern, daB — wenigstens bei den unter- 
suchten Versuchstieren — der Zugang von 4-Vitamin und 
| D-Faktor nicht auf die Kinnahme durch die Nahrung 
beschrankt ist. Der Bedarf an 4 und /D ist demnach 
groBer als man ihn friiher der eingenommenen Nahrung nach 
geschitzt oder berechnet hat, und zwar um den bei verschie- 
denen Tierarten und auch bei verschiedenen Individuen un- 
eleichen aber nicht zu vernachlissigenden Betrag, welchen der 
tierische K6érper selbst produziert. Ferner ist das Bediirfnis 
an dd und // bei den verschiedenen Tieren (Arten, Rassen 
und Individuen) sehr schwankend. 

Wir gehen bei unseren weiteren Untersuchungen von der 
Arbeitshypothese aus, daB eine Neubildung von 4 und //) 
ineben der Aufnahme durch die Nahrung) im Tierkérper zu- 
stande kommt, und daB sich dieselbe aus zwei Vorgiingen zu- 
sammensetzt, 


‘) Euler u. Steffenburg, Diese Zs. Bd. 149, S. 195 (1925). 
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1. der Synthese des sterinartigen Grundstoffes, 

2. der Aktivierung bzw. Umwandlung dieses Stoffes, «, 
welcher ultraviolette Strahlen in der Regel, aber vielleic}i: 
nicht notwendig, wesentlich beteiligt sind. 

DaB die Neubildung der fettléslichen Vitamine und ak. 
toren im Tierkérper bis jetzt noch keine Beachtung gefundey 
hat, liegt wohl hauptsichlich darin, daB ganz iiberwiegend mi: 
Ratten als Versuchstieren gearbeitet worden ist, da ja Ratten 
zur Ermittlung der mit der Nahrung aufgenommenen fettlis. 
lichen Vitamine und Faktoren als Versuchstiere tatsiichlic), 
ganz besonders geeignet sind. Die Fiihigkeit zur Vitamin. 
synthese scheint bei verschiedenen Tieren auferordentlich 7 
variieren; welche Ejinfliisse sich dabei geltend machen, ist noc) 
ganz unbekannt und diese Frage wird sich erst im Anschlul 
an die Biochemie der Cholesterinsynthese und an die |}iiv- 
chemische Aufklirung des Uberganges von Sterin-Derivate: 
und dhnlichen Stoffen (Gallensiiuren usw.) in 4 und 
beantworten lassen. 

Nachdem in einer vorhergehenden Mitteilung die Frage 
experimentell behandelt worden war, wie .sich Ratten zu seli 
groBen (etwa 100-, 1000-fachen) 4- und / /-Uberschiissen in 
der Nahrung verhalten'), wurde im Zusammenhang mit obige: 
Arbeitshypothese in Erwigung gezogen, daB durch die damals 
gegebenen ‘T'raniiberschiisse auch die taglichen Cholesterin- 
dosen sehr erheblich waren. Es wurden deshalb Versuclic 
angestellt, bei welchen 4-frei ernihrte Ratten, welche grofc 
Cholesteriniiberschiisse in Arachidél gelést erhielten, der Ein- 
wirkung von ultravioletten Strahlen einer Quecksilberlamypec 
ausgesetzt wurden. Sie wurden hinsichtlich ihres Zuwachses 
und des Phosphatgehaltes in ihrem Blut mit Ratten des 
gleichen Wurfes verglichen, die, ebenfalls 4A- und / D-frei er- 
nahrt, keinen Cholesterinzusatz erhielten. Nach den bis jetzt 


vorliegenden wenigen Resultaten kénnte man tatsiichlich au! 


eine Einwirkung des Cholesterins schlieBen. Es soll nun unter- 
sucht werden, ob dieser EKinfluB mit einer Hypercholesterinamic 
in Beziehung steht. 


1) Euler u. Widell, Diese Zs. Bd. 144, S. 132 (1925). 
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Uber d,l-¢-Methylarginin. 
Von 


Hellmut Steib. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit zu Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, April 1926.) 


Ks ist nicht ausgeschlossen, daB die in der Uberschrift 
genannte Substanz bei der Methylierung von Proteinen ent- 
steht. Zwar nimmt freies Arginin bei der Behandlung mit 
Dimethylsulfat 2 Methylgruppen auf (Edlbacher)'). Welcher 
Wasserstoff dabei substituiert wird, ist nicht bekannt. Und 
auch Guanidin sich mit Dimethylsulfat methylieren 
Schenck)*), Ein im Guanidinkern monomethyliertes Arginin 
ist vor einigen Jahren im hiesigen Laboratorium hergestellt 
und beschrieben worden.*) Die Synthese wurde unternommen, 
weil dieses 0-Methylarginin méglicherweise im nativen Muskel- 
eiweiB voriibergehend bei der Bildung von Kreatin auftritt. 
Yom entsprechenden g@-Abkémmling ist dies nicht wahrschein- 
lich. Aber bei der Methylierung der Proteine in vitro kénnte 
es auftreten. Denn der Guanidinkern von Arginin scheint 
nach Arbeiten von Kossel und seinen Schiilern*) auch zur 
Verkniipfung der Bausteine in Anspruch genommen zu werden; 
bleibt hierbei die «-stindige Aminogruppe frei, so ist sie in 
der Lage, eine oder mehrere Methylgruppen aufzunehmen. Die 
Synthese des Halbbetains von Arginin ist im hiesigen Labo- 
ratorlum im Gang und soll in anderem Zusammenhang be- 
kannt gegeben werden. Ich beschreibe daher vorerst nur das 
Monomethylderivat. Seine Synthese wurde auch deshalb unter- 
nommen, weil man die Kinwirkung von Arginase darauf kennen 
zu lernen wiinschte. Von den bisher untersuchten Guanidin- 
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verbindungen wird nur Arginin gespalten, und zwar sowohl das 
freie wie eines von den beiden im Arginylarginin vorhandeney, 
Andere Guanidosiuren oder Derivate von Arginin wie sei) 
Methylester sowie Agmatin werden nicht gespalten. Kd). 
bacher®) zieht aus dieser Beobachtung den SchluB, dab zu 
Angreifbarkeit durch das Ferment die freie Carboxylgrupye 
Voraussetzung ist. Nur dann ist der Charakter der Verbindunge 
dem freien Arginin noch ahnlich genug. Dies ist zwar auch 
der Fall beim 0-Methylarginin, das nicht gespalten wird’, 
aber hier andert das eingetretene Methyl gerade diejenige 
Gruppe, an der das Ferment einzugreifen hat. Beim e-Methyl. 
arginin fillt dieses Bedenken fort; im chemischen und physi- 
kalischen Verhalten gleicht es véllig dem Arginin. Trotzdem 
wird es von Arginase nicht gespalten. Die Beobachtung zeigt 
wieder, wie ungemein fein das Ferment auf die Struktur de: 
Substrats eingestellt ist. Fiir die Arginase gilt das gleiche, 
was EK. Fischer fiir das Emulsin gezeigt hat.®) 


COOH COOH COOH 
_-H H H 
VSN(CH,)C;H,80, 
CH, CH, CH, 
| | | 
CH, CH, 
| | | 
CH,NH-COC,H, CH,NHCOC,H, OH,NH, 
I. I. IIT. 
COOH COOH 
\SNHCH, 
— > (CH, —> 
| 
CH, CH, 
| | 
CH,NHC(NH)NH, CH, NHC(NH)NH, 
IV. V. 


Die Synthese muBte eindeutig gefiihrt werden. Vom 
a-Methylornithin (Fischer-Bergmann’) konnte sie nicht aus- 
gehen, da sich beide basische Gruppen voraussichtlich bei der 
Guanidierung beteiligt hitten. Als Ausgangsmaterial diente 
O-Benzoylornithin (I) (Sérensen)§). In die «-stindige Amino- 
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cyuppe wurde nacheinander der Toluolsulforest und ein Methyl 
eingefihrt. Die entstandenen Verbindungen verhalten sich ver- 
schieden von ihren Isomeren, bei denen die Substituenten am 
Stickstoff vertauscht sind und zeigen, mit ihnen gemischt, eine 
Depression des Schmelzpunktes. Konzentrierte Salzsiure 
spaltet aus Ornithursiure den 0-stiindigen Benzoylrest ab; 
hei der gleichen Behandlung von 
g-methylornithin (II) geschieht dies nur recht unvollstindig, 
da die Siure sich in Wasser oder wiBrigem Alkohol auch in 
der Siedehitze nur sehr wenig list. Man arbeitet besser mit 
Baryt, das die Sulfamidgruppe unter den geeigneten Bedin- 
gungen ebenfalls unberiihrt 1aBt (III). Die d-stindige Amino- 
sruppe wird dann durch Cyanamid oder besser mit einem Iso- 
thioharnstoffiither in die Guanidogruppe iibergefiihrt (IV). Zum 
SchluB wird der Sulforest durch Jodwasserstoffsiure entfernt. 
Das so bereitete racemische «-Methylarginin (V) wurde als 
Flavyianat, Mononitrat und als Doppelverbindung mit Kupfer- 
nitrat charakterisiert. Es fallt auch mit Silbersalz in baryt- 
alkalischer Lésung und mit anderen Alkaloidfallungsmitteln. 


Versuchsteil.") 


1. 0-Benzoyl-c-toluolsulfo-ornithin. 


49 g j-Benzoylornithin wurden in 125 ccm zweifach nor- 
maler Natronlauge gelést. Hierzu wurden 400 ccm Ather ge- 
geben, in denen 145 g — aus Essigester umkrystallisiertes — 
Paratoluolsulfochlorid gelést waren. Diese beiden Lésungen 
wurden 10 Stunden lang, unter allmihlicher Zugabe von weiteren 
065 com zweifach normaler Natronlauge, auf der Schiittel- 
maschine geschiittelt. Die wiBrige alkalische Schicht wurde 
von der atherischen getrennt und mehrfach mit kleinen Mengen 
Ather zur Entfernung nicht umgesetzten Paratoluolsulfochlorids 
im Schiitteltrichter durchgeschiittelt. Die wiBrig-alkalische 
Lisung wurde durch Zugabe verdiinnter Salzsiiure kongosauer 
gemacht, wobei ein gréBerer Niederschlag eines hellen, farb- 
losen, dickfliissigen Oles entstand, das im Eisschrank nach 
3 Wochen zu durchsichtigen, farblosen langen Nadeln krystalli- 
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sierte. Sie wurden abfiltriert und im Exsiccator getrocknet, 
Ausbeute 60,5 g = 80,2°/, der Theorie. Schmelzp. 180° Sic 
wurden aus etwa 150 ccm Essigester umkrystallisiert, wobe; 
33 g Substanz beim Abkiihlen wieder ausfielen; 9,3 ¢ wurden 
durch Kinengen des Essigesters gewonnen; der Rest de 
Mutterlauge verkohlte beim weiteren Einengen. Eine Probe 
der Substanz zeigte nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 
Kssigester und Auskochen mit Wasser einen Schmelzpunkt 
von 183°. Kin Mischschmelzpunkt mit 0-Toluolsulfo-c-Benzoy!- 
ornithin (Schmelzp. 160—164°) zeigt eine starke Depression 
(155—156°). 

Die waBrigen Filtrate ergaben beim Eindampfen keine 
weiteren Ausbeuten. Die beim erstmaligen Umkrystallisieren 
erhaltenen 41,3 ¢ «-Toluolsulfo-d-Benzoylornithin stellen eine 
Ausbeute von 51,0°/, der Theorie dar. Die Substanz ist wenig 
léslich in Wasser, dagegen leicht liéslich in Methylalkohol, 
Athylalkohol und Aceton. 

Die iiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknete Sub- 
stanz ergab folgende Analysenwerte: 


Mikro-Dumas: 


8,485 mg Substanz gaben 0,214 cem N bei 764 mm, 19°. 
3,610 mg 0,221 ecem N_ ,, 765 mm, 20°. 


Mikro-Preg]l: 
4,080 mg Substanz gaben 8,760 mg CO,, 2,210 mg H,0. 


4,625 mg 9,890 mg CO,, 2,410 mg H,0. 
10,970 mg 6,540 mg BaSQ,. 
8,860 mg 5,460 mg BaSO,. 


Fiir Mol.-Gew. 390,4. 


Ber. 58,459, C 5,68, H 718% N 8.21%, S 
58,32 5,83 , 7,20 4 846 ,, 


2. (ormel 


33 ¢ Toluolsulfoverbindung wurden in 100 ccm zweifacl 
normaler Natronlauge gelést und mit drei Aquivalenten, im 
Vakuum frisch destilliertem, Dimethylsulfat (34 g) geschiittelt. 
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Unter Warmeentwicklung setzte eine sofortige Reaktion ein. 
Allmihlich wurden noch weitere 3 Aquivalente zweifach 
normaler Natronlauge zugesetzt und nach 1 Stunde das 
Schiitteln abgebrochen. Dann wurde das Reaktionsgemisch 
1 Stunde lang im kochenden Wasserbad gehalten. Aus der 
noch heiBen, klaren Lésung wurde durch Zusatz von zehn 
Aquivalenten Kisessig (76 g) das Reaktionsprodukt gefallt. Ks 
fallt zuerst als Ol aus, das bald zu einer festen, weiBen Masse 
erstarrt. Nach dem Abkihlen wurde abgesaugt und mit Kis- 
wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde aus 70°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert. Die Substanz krystallisierte in feinen, 
zu festen Rosetten zusammengewachsenen Nadeln. Zur Ana- 
lyse wurde noch zweimal aus 70°/,igem Alkohol und einmal 
aus einem groBen Volumen Wasser umkrystallisiert und bei 
100° itber Calciumchlorid getrocknet. Die Analyse ergab: 


Mikro-Dumas: 
3,610 mg Substanz gaben 0,214 cem N bei 764 mm, 16°. 
3,165 mg 5 0,184 cem ,, 764 mm, 17°. 
Mikro-Preg!: 
4,030 mg Substanz gaben 8,770 mg CO,, 2,210 mg H,0O. 


4,265 mg 2S » 9,320 mg CO,, 2,360 mg H,0. 
11,390 mg 6,850 mg BaSQ,. 
13,200 mg “ » 7,910 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,O,;N,S Mol.-Gew. 404,4. 

Ber. 59,38°, C 5,98% H  6,93°/, S 
Gef. 59,34 , 618 , 4, 
59,60 , 619 , «24689 , 8,23 ,, 

Der Schmelzpunkt der Substanz lag bei 185°. Ein Misch- 
schmelzpunkt mit 
‘Schmelzp. 188°) zeigte eine Depression (172—173°). Bei vor- 
beschriebener Reaktion wurden aus 33g Ausgangsmaterial 
34,6 g methylierte Substanz gewonnen. Diese Ausbeute stellt 
3,2°/) der Theorie dar. Die Ausbeute bei mehreren anderen 
Versuchen schwankte zwischen 75 und 90°/,. Die Substanz 
ist nur sehr wenig léslich in Wasser, dagegen leicht léslich in 
Methylalkohol und Athylalkohol, weniger in Eisessig und Essig- 
ester. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLV. 19 
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3. (formel III). 
au) Abspaltung der Benzoylgruppe mittels Salzsaur», 


3,8 wurde) 
33 Stunden lang mit Salzsiure und Alkohol (100 cem 20°) ice 
Salzsiure und 20 ccm 96°/,iger Alkohol) am RiickfluB gekocht. 
Das Ausgangsprodukt blieb hierin zum gréBten Teil ungelist. 
Nur ein Teil des Ausgangsmaterials wurde bei dem am Riick- 
fluB erfolgenden, unter heftigem StoBen verlaufenden Siedey 
umgesetzt. Nach dem Abkiihlen wurden das nicht verbrauchte 
Ausgangsmaterial und die ausgeschiedene Benzoesiiure ab- 
filtriert. Durch Ausschiitteln mit Ather wurde hieraus div 
Benzoesiiure entfernt und 2,3 g Ausgangsmaterial zuriick- 
erhalten. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbad auf ein 
kleines Volum eingedampft, wobei 1 g Chlorid des @-Toluol- 
sulfo-a-Methylornithins erhalten wurden, Es entspricht das 
einer Ausbeute von 80°/, der Theorie. Das Chlorid ist sehr 
wasserléslich. Es wurde aus ganz wenig Wasser umkrystalli- 
siert, wobei trotzdem ein erheblicher Verlust eintrat. Das 
Chlorid wurde bei 100° itiber Calciumchlorid im Heochvakuui 
getrocknet. Sein Schmelzpunkt lag bei 224°. 

Die Analyse ergab: 


Mikro-Dumas: 
3,514 mg Substanz gaben 0,253 cem N bei 751 mm, 16°. 


Mikro-Preg}]: 
4,720 mg Substanz gaben 8,055 mg CQ,, 2,835 mg H,0O. 
6,450 ng . » 2,759 mg AgCl. 
Fiir C,,H,.0O,N,8, HCl Mol.-Gew. 336,8. 
Ber. 46,36°/, C 6,29°/, H 8,32°/, N 10,53°/, Cl 
Gef. 46,56 6,72 8,43 10,72 


Kin Teil des Chlorids wurde mit Silberoxyd geschiittelt. 
Von ungeléstem Nilberoxyd und ausgefilltem Silberchlorid 
wurde abfiltriert, geléstes Silber durch Schwefelwasserstofi 
entfernt und die Lésung auf dem Wasserbad eingedampit. 
Hierbei fiel die schwer lésliche freie Base aus. Die Substanz 


Uber d,l-e-Methylarginin, 


war mit der, nach der nachfolgend beschriebenen Methode ge- 
wonnenen Base identisch. 


)) Abspaltung der Benzoylgruppe mittels Barytlauge. 

7,1 ¢ 
wurden mit 450 ccm kaltgesittigter Barytlésung auf dem 
Wasserbad 85 Stunden lang erwirmt. Nach dem Erkalten 
wurde die Lésung mit Schwefelsiiure bis zur kongosauren Re- 
aktion versetzt. Hierbei bildete sich ein starker Niederschlag 
aus Bariumsulfat, abgespaltener Benzoesiiure und unverinder- 
tem Ausgangsmaterial, der abgesaugt wurde. Das saure Filtrat 
wurde mittels Baryt neutralisiert und vollkommen von Barium 
und Schwefelsiure befreit. 

Die so entstandenen Bariumsulfatniederschlage und der 
beim ersten Ansiuern mit Schwefelséure entstandene Nieder- 
schlag wurden mit Wasser ausgekocht, um das darin noch 
festgehaltene Reaktionsprodukt herauszulésen. Der wiibrige 
Auszug wurde zusammen mit dem Hauptfiltrat verarbeitet. 
Der Bariumsulfatniederschlag wurde dann auf dem Wasserbad 
zweimal in der Wiarme mit verdiinntem Ammoniak behandelt, 
um ihm die Benzoesiure und das unverainderte Ausgangs- 
material zu entziehen. Die ammoniakalische Liésung wurde 
mit Schwefelsiure wieder angesiuert. Der hierbei entstandene 
Niederschlag wurde getrocknet und zur Entfernung der Benzoc- 
siure mit Ather geschiittelt. Aus der itherischen Aufschwim- 
mung wurden als Riickstand 4,0 g Ausgangsmaterial zuriick- 
gsewonnen. Dieses wurde noch zweimal der eben beschriebenen 
Spaltung und Riickgewinnung unterworfen, bis schlieBlich nur 
noch 0,7 g Ausgangsmaterial zuriickblieben. 

Die baryt- und schwefelsiurefreien Filtrate wurden, zu- 
sammen mit den wiBrigen Ausziigen aus den Bariumsulfat- 
niederschlagen, zur Entfernung von geléster Benzoesiiure mit 
Ather ausgeschiittelt. Die gesammelten Filtrate wurden dann 
im Vakuum eingedampft, wobei allmahlich 3,7 g einer in feinen 
Blattchen krystallisierenden Substanz gewonnen wurden. Sie 
erwies sich als die gesuchte Base, die mit der durch die 


Salzsiurespaltung erhaltenen identisch war. Sie wurde bei 
19* 
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100° iiber Kaliumhydroxyd im Hochvakuum getrockuet, 
dem sie zweimal aus Wasser umkrystallisiert war. Die Ana. 


lyse ergab: 
Mkro-Dumas: 


4,468 mg Substanz gaben 0,357 cem N bei 751 mm, 17,5’. 

4,280 ,, 09,346 cemN_ ,, 758 mm, 16,0°. 
Mikro-Preg1: 

4,610 mg Substanz gaben 8,790 mg CO,, 2,790 mg H,0. 


4,600 mg ” » 8,790 mg CO,, 2,730 mg H,0O. 
9,250 mg - » 1,190 mg BaSO,. 
8,020 mg 6,295 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0,N.8 Mol.-Gew. 300,3. 
Ber. 51,979, C 6,719, H S 
Gef. 52,02 , 6,77 4 «9,22 «+1068 
6218 , 6,64 , «920 , 410,78 ,, 


Die Reaktion wurde 11 mal in verschieden groben A). 
siitzen ausgefiihrt. Im ganzen wurden 30,3 ¢ Ausgangsmateria| 
umgesetzt und 13,3 ¢ Spaltprodukt gewonnen. Die Ausbeute 
waren bei den ersten Versuchen schlecht, erreichten aber bei dev 
letzten 75—86°/, der Theorie. Die Schmelzpunkte waren bv 
den einzelnen Darstellungen verschieden. Sie lagen zwische: 
214 und 219°. Mischmelzpunkte mit dem in d-Stellung toliw 
sulfonierten und methylierten Ornithin (Schmelzp. 245°) zeigt 
starke Depressionen (192°, 196°). 

Die Léslichkeit der Substanz in Wasser ist gering. 
100 com Wasser von 18° bleiben 0,45 g gelést. In Alkol 
ist die Substanz auch in der Hitze kaum loslich. Bei Gege 
wart von Lésungsgenossen erhdht sich die Léslichkeit in Wass 
und Alkohol, selbst absolutem, erheblich. In Ather wi 
Ligroin unldéslich. 


4. 

Die Anlagerung von Cyanamid wird durch die geri 
Loslichkeit des Ausgangsmaterials (III) sehr erschwert. | 
drei Ansitzen wurden Mengen erhalten, die 49°/,, 35°/) w 
17°/, der Theorie entsprachen. Im ganzen ergaben 10,2 
des Amins III 3,5 g des gewiinschten Anlagerungsproduktes | 
Rascher sich die Guanidierung mittels Athylisothiohw 


i 
{ 
| 


i 
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toffhydrobromid'®) durchfiihren. Die Methode hat sich u. a. 
am @-Benzoyl-ornithin und an entsprechenden Lysinabkémm- 
lingen®) bewahrt. Da das hier benétigte Ausgangsmaterial (I11) 
durch die obenerwihnten Ansiitze mit Cyanamid zum gréBten 
Teil aufgebraucht worden war, konnte die Reaktion mit dem 
lsothioharnstoff nur einmal in kleinem MaBstab durchgefiihrt 
werden. ‘T'rotzdem wurde sofort eine Ausbeute von 67°/, der 
Theorie erreicht. Ich zweifle nicht daran, daB sie sich leicht 
noch weiter verbessern lassen wird. 

0,8 a-Toluolsulto-¢-methyl-ornithin wurden in 5,2 ccm 
einfach normaler Natronlauge (2 Aquivalente) gelést und mit 
0,6 S-Athylisothioharnstoffhydrobromid versetzt. Darauf wurde 
die Lisung 4 lang bei Zimmertemperatur stehen ge- 


lassen. Der Niederschlag, der sich withrend dieser Zeit ge- 


bildet hatte, wurde abgesaugt. Er wog getrocknet 0.5 & Dann 
wurden noch Hy dr ybromid iltrat celost une adpese 
weitere 4 Tage stehen gvelassel Wiihrend dieser Zeit hele) 
ch 0,1 ¢ Anlagerungsprodukt 
Dye gewonnene Substar wurde zwelmal a Wasser m 
etzte sich bei 268 d Ww mit der durch Anlagerung 
(‘vanamid erha TICE at beut entspract 
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Die Substanz lést sich sehr wenig in kaltem Wass 
verdiinnter Natronlauge, sie list sich leicht in wiibrige) 
gar nicht in absolutem Alkohol und anderen organischen Lis 
mitteln. 

a-Methylarginin. 

2,2 g a-Toluolsulfo-c-methylarginin wurden mit 11 ¢ 
zentrierter kiuflicher Jodwasserstoffsiure (Dichte 1,96) und 
Phosphoniumjodid in einem Glasrohr eingeschmolzen. 
KinschluBrohr wurde im Wasserbad unter leichtem Schii' 
auf 85° erwirmt. Hierbei léste sich der zuerst entstan: 
feste Niederschlag auf, und die Reaktion setzte unter 
abscheidung ganz nach den Angaben von EK. Fische) 
Beim Schiitteln entfiirbte sich die Lésung allmiiblich. 
KinschluBrohr wurde 1 Stunde lang in dem Wasserbad 
lassen, bis auch nach Abkiihlung sich keine Braunfiirbung | 
Lésung mehr einstellte. Das abgeschiedene '‘l'olylmercap' 
sammelte sich als Ol an der Oberfliiche der Lisung an 
erstarrte. Der Inhalt des Rohres wurde in kaltes Wasser 
gossen, wobei sich das nicht verbrauchte Phosphoniumjo 
zersetzte. Von dem ausgeschiedenen Mercaptan wurde abfiltri: 
und das Filtrat im Hochvakuum bei 6—4 mm Druck und 
bis 55° Wasserbadtemperatur bis zur Krystallisation des Riic! 
standes eingedampft. Die Hauptmenge der Jodwasserstofisiiu 
wurde hierdurch entfernt. Der Riickstand wurde mit ei: 
groBen Menge Wasser aufgenommen, und diese Lisung 
Entfernung der Phosphorsiiure und der restlichen Jodwass: 
stofisiiure mit feuchtem Silberoxyd im Uberschul geschiitt: 
Dies wurde so lange fortgesetzt, bis eine Probe der Lisu 
mit Silbernitrat keine Jodidreaktion mehr ergab. Das geli: 
Silber wurde durch Schwefelwasserstoff ausgefillt und 
Schwefelsilber abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum 
70° eingeengt, auf ein Volumen von genau 100 ccm gebrac 
und mit Kohlensiiure gesiittigt. Der Stickstoffgehalt der Lisu 
wurde durch Mikro-Kjeldahl bestimmt. Pro ccm Lisu 
ergab sich eine Stickstofimenge von 1,508 mg Stickstoff. 
(resamtlisung enthielt also 301,6 mg Stickstoff. Dies entspri: 
83,7°/, des urspriinglichen Ansatzes, 
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traten 5,74°/, Gewichtsverlust ein. Gleichzeitig ging 
preubischblaue Farbe der Krystalle in Violett iiber. Die . 
lyse des getrockneten Kupfernitratsalzes ergab: 


Mikro-Dumas. 
3,145 mg Substanz ergaben 0,670 eem N bei 751 mm, 17° 
Mikro-Pregl. 
10,935 mg Substanz ergaben 11,860 mg CO,, 5,340 me 
1,530 mg CuO. 
Fiir Mol.-Gew. 563,9. 
Ber. 29,809, C 5,729), H 24,849, N 11.28%, Gu 
Gef. 29,61 5,47 24,78 11,19 
Das aus Wasser krystallisierende Kupfernitrat enth 
2 Mol. Krystallwasser: 


Fiir 2 Mol. Krystallwasser errechneter Wassergehalt . 6,02°,, 
Bein Trocknen gefundener Gewichtsverlust . . 5,86°/, 
5,74°/ 


Beim Verrihren mit absolutem Alkohol verliert es sev 
Krystallwasser und nimmt den violetten Farbton an. |): 
Kupernitrat gibt mit Wasser hartnickig iibersittigte Lésungen 
Erst nach mehrtagigem Stehen und vielfachem kriiftigen Kratz« 
der GefiBwinde mit Spatel oder Glasstab wird die Ubersiitti- 
gung beseitigt. Bei 19° sind 10 Teile Kupfersalz in 165 Teilen 
Wasser léslich. Verunreinigungen, auch solche anorganiscle? 
Natur, wirken stark hemmend auf die Krystallisation ein. Der 
Zersetzungspunkt des wasserfreien Kupfernitrats lag bei 225’ 
bis 229°. 

Zur Darstellung des Mononitrats dienten 0,8 g des 
analysenreinen Kupfernitrats; ihre Lésung in 200 ccm Wasser 
wurde mittels Schwefelwasserstoff entkupfert und dann in 
Vakuum eingedampft. Nach 2 Tagen krystallisierten 0,7 ¢ 
Mononitrat aus. Diese wurden aus 5 ccm 85°/,igen Athy!- 
alkohols umkrystallisiert und so 0,17 g reinen Mononitrats ge- 
wonnen. Ks war in weiben, vierkantigen Prismen, die sich in 
kleinen Rosetten biischelartig angesetzt hatten, auskrystallisier' 
und schmolz nach gutem Trocknen im Hochvakuum bei 192”. 
Die Analyse zeigte, da reines Mononitrat vorlag. 


ber Viethvlarcimin 8Q] 
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Methvlarginin wird aus seiner Loésunge in Mineralsiiuren 


rt mit Phosphorwolframsiiure aus barytalkalischer Lésune 


ilbersalz DAach KOS ie] niedergest hlagen 
Durch Argina Wird eS nicht gespaiten. \ls Ferment 
ein VOR der auis 
hnfache verdiinnt (Mdlbacher®) 12 Stunden lang bei 38° bet 
Gglykokollpufter elpnwirken Konnte ihrend TLE h- 
angesetzte Arginin zu , gespalten worden 1 
nderten sich die Formolwerte der Methylareininansiitze tiber- 
iupt nicht. (Beleganalysen vgl. Dissertation. 
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Vorstehende Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, fiir die 
ich der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zu danken 
hahe 


| 
A 
C,H,,O,N,, HNO, Mol.-Gew. 251.2 
| Be 3,449), 6,82°/, 7.899) N 
ryt } ) 7 
ay 
(ir 
} 


Uber und 
Von 


Hellmut Steib. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugeyangen am 8, April 1920) 


Die Ansicht, unter den 
noch Argininhomologe vorhanden sein kinnen, ist mehrfach 
ausgesprochen worden. Kossel') kam durch seine Unter- 
suchungen zu der Auffassung, daB der Stickstoff der Arginin- 
fraktion, den er nicht als Arginin bestimmen konnte, aus 
anderen Guanidoderivaten herstamme. Winterstein uni 
King’) erhielten bei der Darstellung des Argininkupfer- 
nitrats aus den EiweiBstoffen hdherer Pilze einen zuriick- 
bleibenden blauen Sirup, der auf keine Weise zur Krystalli- 
sation gebracht werden konnte. Sie versuchten deshalb, ver- 
schiedene Argininhomologe darzustellen und kamen auf Gruni 
ihrer fast vergeblichen Bemiihungen zu der Ansicht, daB dic 
Auffindung von Homologen des Arginins unter den Eiweit- 
zersetzungsprodukten nicht leicht sein werde. Aus Ahnlichen 
Uberlegungen heraus versuchte auch Heckel*) die Synthese 
der ¢-Amino-s-Guanidocapronsiure; er erhielt aber nur eine 
Kupfernitratdoppelverbindung von der entsprechenden Zu- 
Sammensetzung und auch diese nur in sehr geringer Aus- 
beute. 

Der Wunsch, diese argininéhnlichen Substanzen der Lysin- 
reihe kennenzulernen, ist heute noch wesentlich reger ge- 
worden, weil man annehmen darf, daB sie unter den Hydro- 
lyseprodukten von guanidiertem vorkommen werden. 


4 
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' Kapfhammer’) fand in solchen Proteinen die Argininfraktion 
' auf Kosten der Lysinfraktion erhéht. Es machte aber bisher 


untiiberwindliche Hindernisse, die einzelnen Bestandteile von 


 solchen Argininfraktionen in krystallisiertem Zustande zu iso- 


lieren, denn in sie geraten einmal auch andere Amuinosiuren, 
da aus ihnen Glykocyamidinabkémmlinge unter den Be- 


 dingungen der Siurehydrolyse entstehen; ferner war das Ar- 


ginin teilweise racemisiert, so dab seine vollige Entfernung 
aus dem Gemisch mit Hilfe von Arginase unméglich geworden 
war. Und zum dritten kinnen aus dem Lysin mindestens drei 
Guanidinderivate entstehen, je nachdem seine Aminogruppen 
zur Peptidbindung beansprucht worden oder ganz oder zur 
Hiilfte frei geblieben sind. Nach van Slyke‘) betrigt der 
,freie Aminostickstofi* der Proteine die Hilfte vom Lysin-N. 
Das wiirde besagen, daB das Lysin wenigstens mit einer Amino- 
eruppe verkniipft ist und daB alle freien Aminogruppen im 
KiweiB dem Lysin angehéren und nur ihm. Kossel, Felix'®) 
driicken sich wesentlich vorsichtiger aus. Wie dem auch sel, 
das Lysin wird aller Wahrscheinlichkeit nach bei der Guanidie- 
rung der Proteine beteiligt sein; welche von seinen beiden 
Aminogruppen im Protein frei geblieben ist, dariiber sagen die 
bisherigen Untersuchungen gar nichts aus, da jede von ihnen 
sowohl mit Formol wie mit salpetriger Siiure reagiert. Man 
nimmt an, daB die «-stindige Aminogruppe zur Peptidbindung 
verwendet und die «-stiindige ,,frei‘ ist; aber experimentell ge- 
stiitzt ist diese Ansicht keineswegs. Analogieschliisse lassen 
uns oft im Stich, wie erst neuerdings wieder die Konstitutions- 
ermittlung des Dipeptids Glutathion gezeigt hat.*) 
Winterstein und Kiing hatten Cyanamid auf Lysin, 
Heckel Cyanamidsilber auf Lysinchlorhydrat einwirken lassen. 
Das Cyanamid konnte dabei mit der einen oder der anderen 
oder auch mit beiden Aminogruppen reagieren. Dadurch ent- 
stand dann ein Gemisch zweier oder dreier Substanzen, ein 
Krgebnis, das die Unfihigkeit zur Krystallisation der von 
Winterstein und Kiing und von Heckel gewonnenen siru- 
posen Massen vollig erkliren wiirde. Vor allem machen auch 
die Ergebnisse der Arbeit von Winterstein und King tber 
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die Darstellung niederer Homologer des Arginins einen solcher 
Reaktionsverlauf auch fiir die héheren Homologen wahrscheiy. 
lich. Nach Einwirkung von Cyanamid auf «,f-Aminopropion. 
siiure erhielten sie Pikrate, deren Analyse mit ziemliclier 
Sicherheit darauf schlieBen lieB, daB sie ein Gemisch von J). 
guanido- und Monoguanidoaminopropionsiuren in  Hiindey 
hatten. Ich ging daher zur Synthese der Monoguanido-A mino. 
n-capronsiiuren von monoacylierten Lysinen aus. 


COOH COOH 
| | 
CHNH, CHNHC(NIDNII, 
| | 
CH, CH, 
| > 
Cl, CH, 
| | 
CH, CH, 
| | 
CH,NHCOC,H, CH,NHCOC,H;, 
1. IL. 
Y 
COOH CooH 
| | | 
CHNHSO,C,1H, CHNHSO,C,1H, CHNHSO,C,II, 
| | | 
CH, CH, CH, 
| 
CH, CH, CH, 
| | | 
CH, CH, CH, 
| | | 
CH,NHCOC,H, CH,NH, CH,NHC(NH)NH, 
IV. V. VI. 


CO—NH 
| >CONII 
CH—NH 
| 
CH, 
| 
CH, 
| 
CH, 
| 
CH,—NH, 
IT. 
COOH 
| 
CHNH, 
| 
CH, 
| 
CH, 
bu, 
| 
CH,NHC(NH)NII, 
VIL. 


Zur Darstellung der ¢-Guanidoverbindung stand das ¢-Ben- 
zoyllysin, nach J. v. Braun’) bereitet, zur Verfiigung (Forme! | 


bis I). 


wurde als Dichlorid und Pikrolonat charakterisiert. 


Sein Anhydrid, das 5-d-Aminobutyl-glykocyamidin I]! 


Umstiind- 


licher gestaltete sich die Darstellung der ¢-Guanido-«@-amino- 
capronsiure. «-Benzoyllysin ist nicht bekannt.*) Ks gelang aber, 
vom é-Benzoyllysin ausgehend, in @-Stellung den Sulforest ein- 


*) Dr. Passoth hat es seither im hiesigen Institut aus Lysursiiure 
gewonnen. Vel. die entgegenstehende Beobachtung von Karrer und 
Ehrenstein, Helv. chim. Bd. 9, 8. 823 (1926). 


i 


Uber « Guanido-«-Amino-n-capronsiiure usw. 29: 


muiihren, dann den ¢-stindigen Benzoylrest. zu entfernen und 
so das @-sulfonierte Lysin herzustellen. Dieses konnte 
dann ohne Schwierigkeit in die gesuchte «-Guanido-«@-amino- 
vapronsiure tibergefiihrt werden (Formelbild I, [V—VII). Sie 
wurde als Mononitrat, Doppelverbindung mit Kupfernitrat, als 
Pikrolonat und Flavianat charakterisiert. 


Versuchsteil.*) 
I. 
1. «-Benzoyl-a¢-Toluolsulfolysin (Formel IV) 


aus Benzoyllysin und p-Toluolsulfochlorid in Ather, nach 
Dr. Passoth™*) besser in Benzol, krystallisiert aus Methylalko- 
hol, Athylalkohol, Aceton oder Ejisessig in farblosen Nadeln mit 
dem Schmelzp. 197°. List sich nicht in Ligroin, Ather, Benzol. 
Auch in kochendem Wasser lést sich die Siure kaum, dagegen 
leicht in Alkalien, auch Ammoniak und kann aus diesen 
Lisungen mit Siiuren wieder gefallt werden. Ihr Natrium — 
vor allem aber das Bariumsalz — lést sich in Wasser sehr 
schwer. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. 


Mikro-Dumas: 
5,170 mg Substanz gaben 0,315 com N bei 7 
4,130 mg » 0,249eemN , 7 


55 mm, 19°, 
55 mm, 19". 
Mikro-Pregl: 


4,514 mg Substanz gaben 9,790 mg CO,, 2,490 mg HO. 


4,238 my “ » 9,210 mg CO,, 2,410 mg H,0. 
11,160 mg 6,510 mg BaSO,. 
9,425 mg » 9,475 mg BaSQO,. 


Fiir C,,H,,O;N.S. Mol.-Gew. 404,4. 
Ber. 59,38°/,C 5,98, H 6,93°/, 


Gef. 59,17 6,17 7,06 8.01 
59,28 6,36 7,00 7,98 


Nahere Angaben vgl. H. Steib, Einige neue synthetisech be- 
reitete Abkémmlinge vom Ornithin und Lysin. Diss, phil. Leipzig 1926. 
Noch unverdffentlichte Beobachtungen. 
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2. ¢-Toluolsulfolysin (Formel V). 


10 g (?/,, Mol.) e-Toluolsulfo-e-Benzoyllysin wurden in 
Portionen in je 500 ccm einfach normaler Kalilauge \ 
40 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem ). 
kalten wurden die Filtrate mit Salzsiure schwach kongosauey 
gemacht, wodurch nach einigem Stehen 0,2 g Ausgangsmateria| 
ausfielen. Die vereinigten schwach salzsauren Filtrate wurde, 
im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt, wobei di 
Hauptmenge der abgespaltenen Benzoesiure mit entfernt wurde, 
Das ausgeschiedene Salz wurde abgesaugt und mit Salzsiiure 
ausgezogen. Das Filtrat hiervon wurde zu dem eingeengter 
Hauptfiltrat zuriickgegeben. Dann wurde das gemeinsane 
Filtrat mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Hierdure} 
fiel nach eintigigem Stehen das gesuchte Produkt fast quan- 
titativ aus (7g). Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 250 ccm 
Wasser wurden 6,2 g «-Toluolsulfolysin, einer Ausbeute vou 
84,9°/, der Theorie entsprechend, wiedergewonnen. 

Die Analyse des dreimal aus Wasser umkrystallisierte: 
und im Hochvakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd ¢e- 
trockneten Toluolsulfolysins ergab: 


Mikro-Dumas: 
4,640 mg Substanz gaben 0,384 cem N bei 750 mm, 22°. 
5,180 mg »  0,424cemN ,, 750 mm, 22°. 
Mikro-Pregl: 
4,220 mg Substanz gaben 8,050 mg CO,, 2,550 mg H,O. 


i, 9,990 mg CO,, 3,160 mg H,0. 
8,840 mg 6,890 mg BaSQ,. 
11,120 mg . .. 8,790 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0,N.S Mol.-Gew. 300,3. 
Ber. 51,979, C  6,71°9,H  9,33°/,N —-10,68°/, S 
Gef. 52,04 6,76 9,45 10,70 
51,85 6,73 9,35 10,86 
«-Toluolsulfolysin ist wenig léslich in Wasser, léslich 1 
verdiinntem Alkali, schwer léslich in verdiinntem Ammoniak, 
unléslich in Alkohol und organischen Lésungsmitteln, Aw 
Wasser krystallisiert es in vierseitigen, nach einem Ende hin 


zugespitzten Nadeln aus. 


‘ 
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3. e-Guanido-a-toluolsulfonamino-capronsaure 
(Formel VI). 


6 g (2/,)) Mol.) @-Toluolsulfolysin wurden in 35 ccm einfach 
normaler Natronlauge und 15 ccm Wasser geldst. Hierzu 
wurden 3,7 g S-Athyl-Isothioharnstoffhydrobromid, in wenig 
Wasser gelést, hinzugegeben. Nach 2 Tagen hatten sich 5,0 g, 
nach weiteren 3 Tagen noch 0,7 g Substanz ausgeschieden. 
Nunmehr wurden noch 2 g Hydrobromid zugegeben, wodurch 
sich nach 5 Tagen noch 0,5 g Niederschlag bildeten. 

Die Niederschlige wurden gesammelt und zweimal aus je 
300 com Wasser umkrystallisiert. Die Substanz schmolz dann 
bei 149° und zersetzte sich bei 237°. Es wurden 5,7 g reine, 
wasserhaltige Substanz gewonnen, die eine Ausbeute von 75,2°/, 
der Theorie darstellten. 

Das zweimal aus der 80fachen Menge Wasser um- 
krystallisierte Reaktionsprodukt wurde im Hochvakuum bei 
120° tiber Phosphorpentoxyd 5 Stunden lang getrocknet. Hier- 
hei verlor die Substanz 9,55°/, ihres Gewichts. Die getrock- 
nete Substanz war sehr hygroskopisch. Sie muBte deshalb 
vor jeder einzelnen Analyse aufs neue im Hochvakuum ge- 
trocknet werden. Die Analyse ergab dann: 


Mikro-Dumas: 
3,780 mg Substanz gaben 0,527 cem N bei 752 mm, 20°. 
3,930 mg » 0,557ceemN , 751 mm, 21°. 
Mikro-Preg}l: 
4,130 mg Substanz gaben 7,420 mg CO,, 2,410 mg H,O. 


4,275 mg » 1,740 mg CO,, 2,435 mg H,O. 
13,320 mg in » 8,960 mg BaSO,. 
8,860 mg “ 5,830 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0,N,S Mol. Gew. 342,3. 
Ber. 49,09°/,C 6,489, H  16,37°9,N 9,36, S 
Gef. 49,00 6,53 16,08 9,24 
49,38 6,37 16,25 9,04 


Die aus Wasser krystallisierte Substanz enthalt 2 Kry- 
stallwasser: 


Beim Trocknen gefundener Gewichtsverlust 9,55 
Fiir 2 Krystallwasser berechneter Wassergehalt 9,77°/,. 
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Die ist  leich; Ei: 
léslich in Sauren, schwer léslich in Wasser und in verdiinntey 


Alkali, fast unldéslich in verdiinntem Ammoniak, unldslich 


Alkohol und anderen organischen Liésungsmitteln. Aus Wasse: 


krystallisiert es in langen, dreiseitigen, an einem Ende schriy § 
abgeschnittenen Prismen. 


4. (Formel VII). 


7,4 g Mol.) 
siure wurden in zwei gleichen Portionen zusammen mit jp 


10 g Phosphoniumjodid und 18 ccm konzentrierter Jodwasser. — ! 


stoffsiure (D. 1,96) in je einem EKinschmelzrohr eingeschmolzey, § 
Diese wurden in einer Wanne mit heiBem Wasser bei 8)' 


leicht geschiittelt. Nach 35 Minuten war die Reaktion |e- — | 


endet. Der Inhalt beider Rohre wurde in kaltes Wasser ce. 
gossen, das Tolylmercapten abfiltriert und die Lésung zu 
méglichst weitgehenden Entfernung der iiberschiissigen 
wasserstoffsiure bei 6—4 mm und einer Badtemperatur von 
50—55° eingedampft. Es blieb ein Sirup zuriick, der in viel J 
Wasser gelést und zur Entfernung der Phosphorsaure uni | 
der restlichen Jodwasserstoffsiure mit einem groBen Uberschut 
an feuchtem Silberoxyd geschiittelt wurde. Dies wurde » 
lange fortgesetzt, bis eine herausgenommene Probe mit Silbev- f 
nitrat keine Jodidreaktion mehr zeigte. Darauf wurden das Jod- [ 
silber und das Silberoxyd abgesaugt, und aus dem Filtrat das | 
celéste Silber durch Schwefelwasserstoff abgeschieden. | )as 
Schwefelsilber wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt, au! 
genau 250 ccm Volumen gebracht und mit Kohlendioxyd e- 
siittigt. Die Lésung enthielt nach Mikro-Kjeldahl 972 mg 
Stickstoff. Dies sind 87,3°/, des Stickstoffgehaltes der an- 
czewendeten Menge Ausgangsmaterial. 

Die so gewonnene Lésung wurde unmittelbar zur Duar- 
stellung einiger Salze der 
wendet: 

Pikrolonat mit der fir 1 Mol Pikrolonsdiure berechneten 
Menge in alkoholischer Lésung. Feines gelbes Krystallmell, 
das sich gut in Wasser, wenig in Alkohol lost; es zersetzt sic!) 


‘ 
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im Schmelzpunktsréhrchen erhitzt, bei 252°. Zur Analyse wurde 


' zweimal aus Wasser umkrystallisiert und im Hochvakuum iiber 
Phorphorpentoxyd bei 100° getrocknet. Die Analyse ergab 
| fir das Monopikrolonat stimmende Werte. 


Mikro-Dumas: 
8,410 mg Substanz gaben 0,788 cem N bei 746 mm, 20°. 


Mikro-Preg]l: 
4,276 mg Substanz gaben 7,060 mg CO,, 2,120 mg H.O. 
Pikrolonsiurebestimmung: 0,2888 g ¢-Amino-s-Guani- 


| docapronsiurepikrolonat wurden in 300 ccm Wasser gelist und 
nach dem Erkalten mit starker Salzsiure sauer gemacht. Diese 
| Lisung wurde dreimal mit je 20 ccm Ather ausgeschiittelt. 


Die salzsaure Lésung wurde im Vakuum zur ‘T'rockne ein- 
sedampft, der Riickstand, der noch schwach gelblich gefirbt 
war, in wenig verdiinnter Salzsiure gelést, und diese Lésung 
mit 5 com Ather ausgeschiittelt. Aus den vereinigten Ather- 
lisungen wurde der Ather abdestilliert, und der Riickstand im 
Kxsiccator 2 Tage lang getrocknet. Sein Gewicht betrug 
0,1644 g. 

Fiir C,H,,0,N,, CyoH.0;N, Mol.-Gew. 470,4. 

Ber. 45,139), C 5,35°/,H  24,789,N  58,4°/, C,,H,O,N, 

Gef. 45,03 5,55 24,08 57,2 

Flavianat aus den Komponenten in salzsaurer Lisung. 
Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser hat 
das Salz eine ziegelrote Farbe angenommen. Zur Analyse 
wurde im Hochvakuum stark getrocknet. 

Mikro-Dumas: 
4,065 mg Substanz gaben 0,580 eem N bei 754 mm, 18’. 
Mikro-Pregl: 
4,198 mg Substanz gaben 6,330 mg CO,, 1,810 mg H,0O. 
‘Fiir C,H,,0,N,, Mol.-Gew. 502,4. 
Ber. 40,62°/, C 4,42°/, H 16,73 °/, N 
Gef. 41,14 4,83 16,61 

Bei 241° verkohlte die Substanz im Schwefelsiurebad. 
Kin Zersetzungspunkt konnte nicht festgestellt werden. 

Basisches Kupfernitrat: Die carbonathaltige Lisung 
wurde mit verdiinnter, gut ausgekochter Salpetersiiure schwach 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLY, 20 
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lackmussauer gemacht und im Vakuum zur Trockne eip. 
gedampft. Der zuriickbleibende Sirup krystallisierte beim Ver. 
rihren mit Alkohol nicht und war auch auf andere Weise 
nicht zur Krystallisation zu bringen. Er wurde daher jy 
Wasser gelést und mit einem UberschuB von frisch gefiillten 
und griindlich ausgewaschenem Kupfercarbonat gekocht. Die 
tief dunkelblaue Lésung wurde filtriert und das Filtrat 4 Tage 
lang im Vakuumexsiccator iiber Calciumchlorid gehalten. n 
dieser Zeit krystallisierten 1,8 g Kupfernitrat in dicken, dunkel. 
blauen, rhomboedrischen Krystallen aus. Sie wurden zweinial 
aus je 10 com Wasser umkrystallisiert und im Hockvakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei 100° getrocknet. Hierbei trat ein 
Gewichtsverlust von 1,58°/, ein und die dunkelblaue Farbe der 
Krystalle ging in Hellblau iiber, Die Analyse der getrockneten 
Substanz ergab: 


Mikro-Dumas: 
3,695 mg Substanz gaben 0,803 eem N bei 751 mm, 20°. 
Mikro-Pregl: 
5,020 mg Substanz gaben 5,520 mg CO,, 2,500 mg H,0, 0,710 mg Cul) 
Fiir (C,H,,O.N,) Mol.-Gew. 563,9 


Ber. 29,80°/,C 5,72°/, H 24,849, N Cu 
Gef. 30,05 5,57 25,02 11,30 


Das Kupfernitrat krystallisiert aus Wasser mit '/, Mol 
Krystallwasser. 


Krystallwasserbestimmung: 


Berechnet fiir Krystallwasser . . ene 
1,43 


Das getrocknete Salz zersetzt sich bei 230—231° unter 
starkem Aufquellen. 


Bei 19° lést sich 1 Teil krystallwasserhaltigen Salzes 
in 60 Teilen Wasser. Die entsprechende Verbindung yom 
d-Arginin braucht 95 Teile Wasser. Das Salz bildet hart: 
nickig itibersittigte Lésungen. Lésungsgenossen, auch an- 
organische, hemmen die Krystallisation stark. 
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Mononitrat: 


1,1 g analysenreines Kupfernitrat wurden in 200 cem 
Wasser gelést und mit Schwefelwasserstoff von Kupfer befreit. 
Das Filtrat vom Kupfersulfid wurde im Vakuum zum Sirup 
eingeengt, der nach Verriihren mit absolutem Alkohol und 
finftigigem Stehen im Vakuumexsiccator zu einer festen, 
weiBen Krystallmasse erstarrte. Die gewonnenen 0,5 g Mono- 
nitrat wurden in 10 ccm 85°/,igen Alkohols in der Wiirme 
gelist. Nach dem Erkalten krystallisierten aus der Lisung 
innerhalb von 8 Tagen spontan 0,2 g Mononitrat in diinnen, 
spitzen Nadeln aus. Beim Trocknen bei 70° trat ein Gewichts- 
verlust von 6,48°/, ein. Das Salz war sehr hygroskopisch und 
| wurde im lufttrockenen Zustand analysiert. 

Mikro-Dumas: 
3,758 mg Substanz gaben 0,843 cem N bei 753 mm, 19°. 
3,110 mg » 9,698 eem ,, 750 mm, 21°. 
Mikro-Preg!: 
4,786 mg Substanz gaben 5,490 mg CO,, 3,040 mg H,0. 
4,505 mg 5,150 mg CO,, 2,860 mg H,0. 
Fiir C,H,,O,N,, HNO,, 1H.O Mol.-Gew. 287,3 
Ber. 31,20, C 17,079, H  —-26,00°/, N 


Gef. 31,29 711 26,04 
31,18 7,10 25,71 
Krystallwasserbestimmung: 
Berechnet fiir 1 Mol Krystallwasser .... . . . 6,69%, 
Beim Trocknen gefundener Gewichtsverlust . . . . 6,48 


Das Mononitrat ist sehr leicht léslich in Wasser, ziemlich 
schwer léslich in wiBrigem Alkohol, fast unldslich in abso- 
lutem Alkohol. Das entwisserte Salz schmilzt unscharf zwischen 
115 und 120°, das krystallwasserhaltige bei 97°. 

Die Guanidosiure wird aus ihrer Lésung in Mineralsiiuren 
mit Phosphorwolframsaure, aus barytalkalischer Lésung durch 
Silbersalz nach Kossel und Kutscher niedergeschlagen. 

Durch Arginase wird sie nicht gespalten, Als Ferment 
diente ein Glycerinauszug von frischer Kalbsleber, der, aufs 
Zehnfache verdiinnt, 12 Stunden lang bei 38° und p,, = 9,5 


(Glykokollpuffer) einwirken konnte (Edlbacher.*) Der Ver- 
20* 
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such wurde gleichzeitig mif Arginin und «-Methylarginin (siche 
vorige Mitteilung) angesetzt. Trotz nachgewiesener Wirksam- 
keit des Fermentes haben sich die Formolwerte derjenigen 
Ansatze, in denen die enthaltey 
war, tiberhaupt nicht geindert (Beleganalysen s. Diss.). 


II. 


1. 
(Formel IT). 


5g (7/,9) Mol) «Benzoyllysin (J. v. Braun) wurden in 
40 ccm einfach normaler Natronlauge geliést und mit 3,0 ¢ 
Mol) S-Athylisothioharnstoffhydrobromid versetzt. Es {iel 
nach kurzer Zeit ein erster Niederschlag von 1,2¢g aus 
Wahrend zweier Tage setzte sich noch 1,0 g Niederschlag 
und im Laufe einer Woche weitere 0,5 g. Nachdem der letzte 
Niederschlag abgesaugt worden war, wurde das Filtrat von 
neuem mit 2 g Hydrobromid versetzt. Nach kurzer Zeit fiel 
ein Niederschlag (1,0 g) aus, der den Schmelzpunkt des Aus: 
gangsmaterials zeigte (258°). Nunmehr wurde das Filtrat neu- 
tralisiert und auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampii. 
Der Riickstand wurde mit wenig kaltem Wasser verriihrt. Hs 
blieben 1,5 g einer organischen Substanz ungelést zuriick, die 
gleichfalls Ausgangsmaterial zu sein schienen. Beide als 
Ausgangsmaterial angesprochenen Niederschlige (i. Sa. 2,5 ¢ 
wurden zweimal aus Wasser umkrystallisiert und durch die 
Analyse als solches identifiziert (ber. 11,20°/, N; gef. 10,83, 
11,04°/, N). 

Die zuerst gewonnenen 2,7 g Niederschlag, dessen ver- 
schiedene Fraktionen verschiedene Schmelzpunkte  gezeigt 
hatten, wurden zweimal aus je 300 ccm kochendem Wasser 
umkrystallisiert, und dabei 2,5 g einer Substanz wiedergewonnen, 
die lufttrocken einen Schmelzpunkt von 216° hatte. Die gleiche 
Substanz wurde auch durch Anlagerung von Cyanamid er- 
halten; der Mischschmelzpunkt erwies die Identitat beider 
Substanzen. Aus den _ eingeengten Krystallisationslaugen 
wurden noch 0,1 g Ausgangsmaterial gewonnen. Das gewonnene 
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- Reaktionsprodukt wurde im Hochvakuum bei 100° iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. Die getrocknete Substanz war sehr 
hygroskopisch. Ks konnte deshalb nur eine angeniherte 
Gewichtsabnahme von 14,6°/, festgestellt werden. Der fir 
3 Krystallwasser berechnete Wassergehalt betrigt 15,60°/,. 
Zur Analyse wurde nochmals aus Wasser umkrystallisiert und 
luftrocken untersucht. 
Mikro-Dumas: 
4,280 mg Substanz gaben 0,607 cem N bei 746 mm, 22°. 
3,320 ng » 0,46Leem ,, mm, 20°. 
Mikro-Pregl: 
4,348 mg Substanz gaben 7,700 mg CO,, 2,840 mg H,O. 
4,710 mg ‘ » 8,410 mg CO,, 3,100 mg H,O. 
Fir C,,H,,0,N,, 3H,O Mol.-Gew, 346,3 
Ber. 48,539, C —-7,579/, H 16,18°/, N 
Gef. 48,30 7,31 16,13 
48,70 7,37 16,20 
Die gewonnenen 2,5 g «-Guanido-e-Benzoylaminocapron- 
siure stellten, bezogen auf die verbrauchten 2,4 g Ausgangs- 
material, eine Ausbeute von 89,3°/, der Theorie dar. Die 
¢-Guanido-¢-Benzoylaminocapronsiure ist leicht léslich in 
Niuren; sie lést sich in 100 Teilen heiBen Wassers. In kaltem 
Wasser und verdiinnter Natronlauge ist sie sehr schwer ldslich. 
Unléslich ist sie in Alkohol und organischen Lésungsmitteln. 
Aus Wasser krystallisiert sie in diinnen, spitzen, weiBen Nadeln. 


2. 5-d-Aminobutyl-glykocyamidin (Formel III). 

2,1 wurden in 
25 com 5fach normaler Salzsiiure gelést. Die Lésung wurde 
unter bestindigem Durchleiten von Kohlendioxyd 10 Stunden 
lang am Riickflu& gekocht. Die abgespaltene Benzoesiure 
wurde entfernt und die salzsaure, wiBrige Lésung im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Der eingetrocknete Riickstand wurde 
mit Alkohol verriihrt, wobei er krystallin wurde. Es wurde 
abgesaugt und 1,2 g des Salzes erhalten, das noch einmal aus 
3ccm Wasser umkrystallisiert wurde. Die Substanz zeigte 
jetzt, im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 100° ge- 
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trocknet, wobei kein Gewichtsverlust eintrat, die fiir das J)j. 
chlorid erwartete Zusammensetzung. 


Mikro-Dumas: 
3,720 mg Substanz gaben 0,758 ccm N bei 749 mm, 20°. 
3,410 mg »  0,692cem N ,, 749mm, 21° 
Mikro-Pregl: 
4,394 mg Substanz gaben 5,580 mg CO,, 2,560 mg H,O. 


4,294 mg us . 5,455 mg CO,, 2,540 mg H,0. 
13,540 mg 15,890 mg AgCl. 
10,480 12,240 mg AgCl. 


Fir C,H,,0,N,, 2HCl Mol.-Gew. 261,1 

Ber. 32,18°/, C 6,95°/, H 21,46°/, N 27,16°/, Cl 

Fiir C,H,,ON,, 2HCl Mol.Gew. 243,1 

Ber. 34,567, C —-28,059/, CI 

Gef. 34,62 6,52 23,38 29,04 
34,64 6,62 23,21 28,90 


Wie die Analyse zeigt, hatte sich unter dem KinfluB der 
Salzsiure das Dichlorid vom Anhydrid der «-Guanido-«-A mino- 
capronsiure gebildet. Es ist sehr leicht léslich in Wasser, 
léslich in absolutem Alkohol, unléslich in Ather, Benzol und 
Ligroin. Die Ausbeute betrug 76°/, der Theorie. 


Silberbarytfallung: 


Das Chlorid wurde mit Silbernitrat in das Nitrat um- 
gewandelt. Nach Abtrennen des Chlorsilbers wurde im Filtrat 
durch Zusatz von wenig Silbernitrat und Baryt eine weibe, 
krystalline Fallung des Glykocyamidins erzielt. 


Pikrolonat: 


In wibrig-alkoholischer, picrolonséurehaltiger Lésung gab 
die Substanz nach wochenlangem Stehen ein in Alkohol selir 
schwer lésliches Pikrolonat. Zweimal aus Wasser umkrystal- 
lisiert und im Hochvakuum gut getrocknet, ergab das Pikrolonat 
folgende Analysenwerte. 


Mikro-Dumas: 


3,550 mg Substanz gaben 0,777 cem N bei 751 mm, 18°. 
2,826 mg »  0,634ecem N ,, 752mm, 19°, 
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Mikro-Preg]: 

5,024 mg Substanz gaben 8,580 mg CO,, 2,140 mg H,0. 
4,094 mg » 7,100 mg CO,, 1,725 mg H,0. 
Fiir C,H,,ON,, Mol.-Gew. 434,4 

Ber. 46,98°/, C 6.11%. 25,80°/, N 

Gef. 46,57 4,76 25,35 

47,31 4,71 26,06 
Das Pikrolonat zersetzt sich bei 252°. 


Beim Kochen des Nitrats mit Kupfercarbonat wurde die 


_Lésung nur ganz blaBblau gefarbt. Es entsteht demnach 


keine Kupfernitratverbindung. 
Durch Kochen des Chlorids mit Zinkoxyd und Kinengen 
der filtrierten Lésung konnte kein krystallisiertes Zinkchlorid- 


erhalten werden. 


Die freie Base konnte durch Schiitteln oder Kochen mit 
Silberoxyd nicht isoliert werden, da sie quantitativ in dem 
Silberriickstand eingeschlossen blieb. 
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Vorstehende Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, fiir die 
ich der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zu danken 
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Uber Athylendiguanidin. 
Von 
Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, April 1926.) 


Von aliphatischen Basen, welche zwei Guanidinkerne uni 
im ubrigen nur Kohlenstoff und Wasserstoff enthalten, sind 
unseres Wissens bis vor kurzem nur Pentamethylen- uni 
‘Tetramethylendiguanidin bekannt gewesen. Pentamethylen- 
diguanidin wurde von Ripke!) aus Cyanamid und Penta- 
methylendiamin bereitet, Tetramethylendiguanidin von Kiesel* 
durch Anlagerung von Tetramethylendiamin an Cyanamid ge- 
wonnen. Solche Verbindungen mit zwei Guanidinresten be- 
sitzen ein gewisses biochemisches Interesse, da méglicherweise 
das von Kutscher?) in Liebigs Fleischextrakt und im Harn 
aufgefundene Vitiatin zu dieser Reihe gehdrt. Neuerdings 
haben nun Herbert Schotte und Hans Priewe’), in der 
Krwartung auf diesem Wege zum Vitiatin zu gelangen, au: 
Monomethyliithylendiamin und S-Athylpseudothioharnstoffhydro- 
bromid 

- C(: NH) N(CH,)- CH, «CH, NH - C(: NH)- NH, 

hergestellt; das erhaltene synthetische Produkt zeigte aber in 
Gestalt seines Goldsalzes im Schmelzréhrchen ein wesentlic|i 


anderes Verhalten als Vitiatinchloraurat. Wir haben schon vor 


1) Diese Zs. Bd. 72, S. 484 (1911). 
2) Diese Zs. Bd. 118, S. 277 (1922). 


*) Zbl. f. Physiolog. Bd. 21, 8. 33 (1907); Diese Zs. Bd. 51, 5. 457 
(1907). 


‘) Diese Zs, Bd. 153, S. 67 (1926). 
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einiger Zeit, ehe wir Kenntnis von der Arbeit von Schotte 
und Priewe besaBen, Athylendiguanidin nach der Rathke- 
schen Pseudothioharnstoffmethode synthetisiert und wollen im 
folgenden iiber diese Versuche, die urspriinglich in anderem 
Zusammenhange mitgeteilt werden sollten, anlaBlich der Ver- 
jffentlichung der genannten Forscher schon jetzt berichten. 
Wir bemerken bei dieser Gelegenheit, da8 wir im AnschluB 
an friihere Arbeiten des einen von uns (Sch.) noch verschiedene 
andere Versuche in der Guanidinreihe teils ausgefiihrt haben, 
teils mit ihrer Ausfiihrung beschaftigt sind. 

Die Bereitung des Athylendiguanidins geschah in der 
Weise, daB® wir Athylendiamin auf S-Methylpseudothioharnstoff- 
hydrojodid einwirken lieBen, es war dabei die folgende Um- 
setzung zu erwarten: 
2H,N + C(: NH) SCH, + H,N- CH, - CH, - NH, = 

H,N -C(:NH)- NH- CH, -CH,+- NH-C(: NH)- NH, + 2CH,SH. 

In der Tat erhielten wir eine Base von der Zusammen- 
setazung des Athylendiguanidins. Schon Ripke (a. a. O.) hat 
darauf aufmerksam gemacht, daB die Reaktion zwischen Cyanamid 
(2 Mol.) und Pentamethylendiamin (1 Mol.) in zweifacher Weise 
sich abspielen kann: entweder entsteht Pentamethylendiguanidin: 

H,N-C(: NH- (CH,); NH C(: NH) - NH, 
oder ¢-Amino-n-amylbiguanid: 

H,N- C(: NH)- NH: C(: NH): NH- (CH,),+ NH. 
Wenn auch Ripke die Entstehung der ersteren Base fiir 
wahrscheinlicher halt, so hat er doch eine Entscheidung 
zwischen beiden Méglichkeiten nicht getroffen. Auch Kiesel 
(a. a. O.) erértert fiir das von ihm aus Cyanamid und Tetra- 
methylendiamin (neben Agmatin) erhaltene Produkt die analogen 
Bildungsméglichkeiten. Um zwischen den beiden Formeln: 
H,N-C(: NH-(CH,), NH- C(: NH)+ NH, (Tetramethylendiguanidin) 
und 
H,N C(: NH)» NH- C(: NH)» NH- (CH,), - NH, (6-Amino-n-butylbiguanid) 


zu entscheiden, bediente sich Kiesel der von van Slyke an- 
segebenen Methode der Bestimmung von Aminogruppen. Da 
nach van Slyke die Guanidingruppe mit salpetriger Saure 
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keinen Stickstoff bildet und da das Sulfat der von Kiese!| 
synthetisch bereiteten Verbindung bei der Priifung nach dem 
van Slykeschen Verfahren sich negativ verhielt, lag also in 
dem aus Cyanamid und ‘Tetramethylendiamin _bereiteten 
Koérper Tetramethylendiguanidin und nicht das Biguanidderivat 
vor. Aus Analogiegriinden hilt Kiesel auch die Penta- 
methylenverbindung Ripkes fiir das entsprechende Diguanidin. 
Auch bei unserem Versuch war die Méglichkeit der Entstehung 
eines Biguanidabkémmlings: 
H,N- C(: NH)- NH- C(: NH)- NH - CH, - CH, - NH, 


gegeben. Wir haben deshalb unser Reaktionsprodukt (in Ge- 
stalt des Dihydrojodids) ebenfalls der Priifung nach van 
Slyke unterworfen und dabei keinen bzw. nur eine mini- 
male Menge Stickstoff erhalten. Fiir die von uns hergestellte 
Verbindung ist somit die Formel des Athylendiguanidins, 
H,N-C(: NH): NH- CH, -CH, -NH- C(: NH)- NH, , 

anzunehmen. Bei dem von Schotte und Priewe ausgefiihrten 
Versuch ist von vornherein die Entstehung von drei verschie- 
denen Verbindungen (eines Diguanidins und zweier Biguanid- 
derivate) méglich; einen Beweis fiir die Richtigkeit der von 
ihnen aufgestellten Formel (vgl. oben) erbringen Schotte und 
Priewe in der angefihrten Mitteilung nicht, verweisen aber 
beziiglich des feineren Mechanismus der Reaktion auf eine 
spiter erscheinende Publikation. 

Wie unten erwiihnt, zersetzt sich das Dipikrat des Athylen- 
diguanidins bei 284—285° ohne zu schmelzen; dieses Ver- 
halten erimnerte uns an eine das Methylguanidinpikrat be- 
treffende Angabe von Werner und Bell.') Diese Autoren 
bereiteten Monomethylguanidin durch dreistiindiges Erhitzen 
von Dicyandiamid und Methylammoniumchlorid auf 180° und 
stellten aus dem Reaktionsprodukt ein Pikrat her, das bei 
285° ohne zu schmelzen sich zersetzte. Wie wir bereits in 
einer friiheren Arbeit’) hervorgehoben haben, ist diese Angabe 
unverstandlich, denn fiir das Methylguanidinpikrat werden in 


1) Jl. Chem. Soc. Bd. 121, II, S. 1790 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 153, S. 158, FuBnote (1926). 
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der Literatur zwar verschiedene Schmelzpunkte angegeben, die 


aber alle zwischen 192° und 201,5° liegen, wir selbst hatten 


fir ein von neuem hergestelltes Praparat 200—201 ° (Schmelzen 
nach vorhergehendem schwachen Sintern) gefunden. Da nun 
fir eine Isomerie des von Werner und Bell erhaltenen 


Kérpers mit dem gewoéhnlichen Methylguanidinpikrat vorlaufig 
| keine geniigenden Anhaltspunkte vorhanden sind’), halten wir 


es nicht fiir ausgeschlossen, daB Werner und Bell in der bei 
285° sich zersetzenden Verbindung Athylendiguanidindipikrat 
in Handen hatten. Dieses pikrinsaure Salz weicht in der 


prozentualen Zusammensetzung nur sehr wenig vom Methyl- 
guanidinpikrat ab (C,H,,N, -20,H,0,N, :31,89°/, C; 3,01°/, H; 


27,91°/, N; - 31,78"), C; 3,34°/, H; 
27,82°/, N) und die Entstehuog des Athylendiguanidins bei 


' der Reaktion von Werner und Bell ist zwar von vornherein 


nicht zu erwarten, liegt aber andererseits doch im Bereich 
des Méglichen. Man kénnte etwa an eine unter dem Kinflub 
eines Akzeptors sich vollziehende, intermolekulare Wasserstofi- 
abspaltung aus 2 Molekiilen Methylguanidin denken. Wir 
wollen die geiuBerte Vermutung gelegentlich auf ihre Richtig- 
priifen.*) 


Versuche. 


Zur Bereitung des Athylendiguanidins haben wir pipenaiag 
1 Mol. S-Methylpseudothioharnstoffsulfat, [H,N-C(:NH)- 
SC aah H,SO, mit 2 Mol. NaOH und 1 Mol. Taheciinn 


1) Die ation bekannten Modifikationen des Methylguanidinpikrats 
(die ,,eigelbe“ und die ,,orangefarbene“) schmelzen bei derselben Tem- 
peratur (Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 47, S. 471 [1906]. Ob dies auch 
bei den beiden Formen des Guanidinpikrats, die v. Cordier fiir raum- 
isomer halt, der Fall ist, steht dahin. v. Cordier (Mon.-H. fiir Chemie 
Bd. 27, S. 697 [1906]) sagt lediglich, daB beide Formen bei 280° noch 
nicht schmelzen. Kutscher u. Otori (Diese Zs. Bd. 43, 8. 98 [1904)) 
geben fiir ihr Priparat den Zersetzungspunkt 311—315° an. — Uber 
die Méglichkeit der Existenz isomerer Pikrate von Guanidinderivaten 
vgl. Lecher, Graf u. Gniidinger, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, 
S. 61 (1925). 

*) Anmerkung bei der Korrektur. Die inzwischen ausgefihrte 
Priifung hat unsere Verinutung nicht bestitigt. 
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hydrat, H,N-CH,-CH,-NH,-H,O in waBriger Loésung mehrere 
Tage bei Raumtemperatur im verschlossenen GefaB aufeinandey 
einwirken lassen. In einem anderen Falle wurde statt des Sul- 
fats das Hydrochlorid des S-Methylpseudothioharnstoffs, H,\- 
C(: NH)-SCH,-HCl (2 Mol.) verwendet, im tibrigen waren die Be- 
dingungen die gleichen wie vorstehend angegeben. Bei beiden 
Versuchen lieBen sich Goldsalze isolieren, die zwar in der Haupt- 
sache aus Athylendiguanidindichloraurat bestehen muBten, aber 
etwas zu niedrige Goldwerte gaben; auch das Verhalten im 
Schmelzréhrchen deutete darauf hin, daB die Goldsalze noch nicht 
rein scin konnten. Wir haben die erwahnten Versuche zuniclis' 
nicht weiter verfolgt, da wir inzwischen nach einem etwas modi- 
fizierten Verfahren zu dem gewiinschten reinen Produkt gelangte).. 

DemgemiiB liste man 0,64 g Athylendiaminhydrat (1 Mol. 
und 3,6 g S-Methylpseudothioharnstoffhydrojodid, H,N - C(: NH). 
SCH,-HJ (2 Mol.) zusammen in 5 ccm absolutem Alkohol aut 
und lieB die nach Mercaptan riechende Fliissigkeit ver- 
schlossenen GefiB bei Zimmertemperatur stehen. Nach einigen 
Stunden begannen weife, zusammenhingende, harte, krystalli- 
nische Massen sich auszuscheiden, die nach 7 tiagigem Stehen 
mit dem Glasstab zerdriickt, abgesaugt und mit absolutem 
Alkohol gewaschen wurden. Nach Trocknen bei 110° lieferten 
die Krystalle im Schmelzréhrchen bei 218—220° eine rot- 
braune Schmelze (nach vorhergehendem Sintern); wie dic 
Analyse zeigte, bestanden sie aus reinem Athylendiguanidin- 
dihydrojodid: 

0,1499 g Substanz gaben 0,1761 g AgJ. 

C,H,.N,-2HJ Ber. 63,46, J Gef. 63,50°/, J 

Die Mutterlauge der krystallinischen Ausscheidung lieferte 
noch zwei weitere Krystallisationen, die bei 216—217° bzw. 
bei 216° schmolzen. Eine Probe der letzten Krystallisation 
wurde analysiert: | 


0,1417 g Substanz (bei 110° getrocknet) gaben 0,1652 ¢ AgJ. 
Ber. 63,46°/, J Gef. 63,02°/, J 


Ks lag also so gut wie reines Dihydrojodid vor. Die Aus- 
beute an jodwasserstoffsaurem Salz des Athylendiguanidins 
betrug bei diesem Versuch etwa 73°/, der Theorie. 
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Die Filtrate von den beiden Jodbestimmungen wurden 
vereinigt, das Silber durch H,S entfernt und das Filtrat vom 
Schwefelsilber sehr stark eingeengt. Beim Abkiihlen schied 
sich das salpetersaure Salz in feinen weiBen Niadelchen aus, 
die beim Erwirmen leicht wieder in Liésung gingen. Die 
Krystallchen zersetzten sich bei 252°, ihre Analyse ergab, dab 
es sich um das Dinitrat handelte: 


0,0911 g Substanz (bei 115° getrocknet) lieferten 31,7 cem N_ bei 

11,5° und 760,6 mm Hg. 
C,H,.N,-2HNO, Ber. 41,48°/, N Gef. 41,789), N 

Auber Dihydrojodid und Dinitrat haben wir noch 
einige andere Salze des Athylendiguanidins hergestellt. 

Dichloraurat. Ein Teil des jodwasserstoffsauren Salzes 
wurde in bekannter Weise vom Jod befreit und das Filtrat 
vom Jodsilber zur Trockne gebracht, wobei das Chlorid in 
Form einer weifen krystallinischen Masse resultierte. Den 
Riickstand léste man in wenig Wasser, gab Goldchlorid hinzu 
und krystallisierte das ausgeschiedene Goldsalz aus salzsiure- 
haltigem Wasser um: gliinzende Blittchen bzw. breite Nadeln, 
die bei 258° unter Autschiumen sich zersetzten. 

0,3629 g Substanz (bei 110° getrocknet) enthielten 0,1739 g Au (als 
Schwefelgold ausgef allt). 

C,H,.N, + 2HAuCl, Ber. 47,85°/, Au Gef. 47,92°/, Au 

Chloroplatinat. Das Filtrat vom Schwefelgold der 
Goldbestimmung brachte man zur Trockne, léste den Riick- 
stand in ganz wenig Wasser auf und gab starke wabBrige 
Platinchloridlésung hinzu, worauf sich allmahlich das Platin- 
salz in dunkelgelben Nidelchen ausschied. Es zersetzte sich 
bei 255—258" unter Aufschiiumen, nachdem bereits vorher 
stirkere Verfairbung eingetreten war. 


0,1557 g Substanz (bei 110° getrocknet) enthielten 0,0547 g Pt. 
C,H,.N, H,PtCl, Ber. 35,22°/, Pt Gef. 35,13°/, Pt 


Dipikrat. Eine Probe des Dihydrojodids wurde in wenig 
Wasser gelést und die entsprechende Menge 1°/, iger heiber 
wiBriger Pikrinsiurelésung hinzugegeben. Die sofort auf- 
tretende Fillung krystallisierte man aus sehr viel heibem 
Wasser um, worauf beim Abkihien das Dipikrat in Gestalt 
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feiner, zur Verfilzung neigender, gelber Nadelchen herauskam,. 
Sie zersetzten sich bei 284—285° ohne zu schmelzen. 


0,0961 g Substanz (bei 115° getrocknet) lieferten 22,3 eem N bei 11,5" 

und 758,9 mm Hg. 
C,H,,N,-2C,H,O;N, Ber. 27,919/, Gef._ 27,80°/, N 

Dipikrolonat. Eine andere Probe des jodwasserstoti- 
sauren Salzes wurde in wenig Wasser gelést und mit der be- 
rechneten Menge etwa 1°/, iger waBriger Pikrolonsiurelésung 
versetzt. Die gelbe Fillung bildet nach dem Umkrystallisieren 
aus viel Wasser kurze, meist sternférmig zusammengelagerte 
Prismen, die bei 284° sich zersetzten (nach vorhergehendem 
Sintern und Verfairbung). Die Analyse lieferte einen etwas 21 
geringen Stickstoffwert, wie man dies auch bei anderen Pikro- 
lonaten gelegentlich beobachten kann: 


0,0971 g Substanz (bei 120° getrocknet) gaben 23,3 cem N bei 11,5° 
und 757,3 mm Hg. 


Ber. 29,169, N _Gef. 28,69°/, N 


Bei einer Wiederholung des Versuches (mit 0,7 g Athylen- 
diaminhydrat) waren die Bedingungen die gleichen, wie oben 
beschrieben. Es wurden zwei Krystallisationen reinen Dihydro- 
jodids erhalten, die zusammen 2,33 g wogen, entsprechend 
einer Ausbeute von 65°/, der Theorie. Die Mutterlauge der 
zweiten Krystallisation lieferte noch eine dritte krystallinische 
Ausscheidung, die etwas gelb gefairbt war und deshalb nicht 
weiter beriicksichtigt wurde. Die Gesamtausbeute an _jod- 
wasserstoffsaurem Salz diirfte aber bei diesem Versuch nicht 
hinter der des ersten zuriickgestanden haben. Ein Teil des 
Dihydrojodids wurde aus absolutem Alkohol umkrystallisiert; 
es ist in diesem Lésungsmittel zwar schwer léslich, kommt 
aber beim Erkalten und Stehen der Lésung nur allmihlich — 
in Gestalt von weiBen nadelférmigen Krystallen — wieder 
heraus. Der Schmelzpunkt hatte durch das Umkrystallisieren 
kaum eine Anderung erfahren und lag bei 220° (rotbraune 
Schmelze nach vorhergehendem Sintern). 


0,1070 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 18,6 ccm N_ bei 
10,5° nnd 756,0 mm Hg. 


C,H,.N,-2HJ Ber. 21,019, Gef._ 20,82/, N 
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In den beiden beschriebenen Versuchen waren, wie ge- 
sagt, auf 1 Molekiil Athylendiamizhydrat 2 Molekiile S-Methyl- 
pseudothioharnstoffhydrojodid angewendet worden. Da das 
Reaktionsprodukt in reiner Form aus der Liésung sich aus- 
scheidet, wird man aber auch einen UberschuB von dem 
Methylpseudothioharnstoffsalz verwenden diirfen und auf diese 
Weise die Ausbeute vielleicht noch steigern kénnen. 

Von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sind wir durch eine Geldbeihilfe in dankenswerter Weise unter- 


stiitzt worden. 
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Fig. 1. 
Erliuterung: 
Kontrollspektrum mit Wellenlangenskala. &% In diesem, wie in den folgenden Spektren, ist der 
obere Teil das Absorptionsspektrum, der untere das Vergleichsspektrum. 1°), ige Alanin II-losung, 
mm Schichtdicke, 1°,ige Alanin 1-lésung, 22,46 mm Schichtdicke. d 1°/,ige Pyrrolidon- 
arbonséure, 22,45 mm Schichtdicke. e 1°),ige Pyrrolidoncarbonsiure, 50,18 mm Schichtdicke. 
f 1° oige Pyrrolidoncarbonsiure, 99,91 mm Schichtdicke. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CLY. Tafel I. 
Zu ,,Abderhalden und Haas, Spektrographische Untersuehungen yon Amin 
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Erlaiuterung: 
a Probespektrum und Wellenlingenskala. & In diesem, wie in allen folgenden Spektren, 
ist der obere Teil das Absorptionspektrum, der untere das Vergleichsspektrum,  Eisessig 
Schichtdicke 12,55mm. Leucylglycin in Eisessig, 12,55 mm Sehichtd:cke. d 1°, 
Leucylglycinanhydrid Ketoform in Eisessigldsung, 1255 mm Schiehtdicke. + Dasselbe, 
Enol-Form des Dioxopiperazins. f 1° sige Lésung von Norleucylleucinanhydrid in Eis- 
essig, Ketoform, 12,55 mm Schichtdicke. Dasselbe, Enolform. 1° Losung von 
Leucyldiglycylglycin in Fisessig 12,55 mm Schichtdicke. Ein Derivat der Glutaminsdure 
noch unbekannter Konstitution. Eisessig in mm Sehichtdicke. Wie in 39,76 mm 
Schichtdicke, Wie in mm Sehichtdicke. 1° ,ige wiBrige Lésung von Glutamin- 
sfure mm Schichtdicke. o 1° ,ige wibrige Losung von Glutaminsiure 99,91 mm 
Schichtdicke. 1° ,ige wiabrige Losung von Glyeinanhydrid 39,76) mm Schichtdicke. 
q 1’), ige wiBrige Losung von Seidenpepton 30,74} mm Schiehtdicke. + Globulin aus Hiihner- 
eiweif mg N im cem, 39,76 mm Schiehtdicke. 
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